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Zusammenfassung  
 
Die kleine GTPase Arf1 übernimmt eine zentrale Rolle während der COPI Vesikel-
Biogenese. Im inaktiven, Arf1-GDP Zustand liegt Arf1 überwiegend als lösliches 
Protein im Cytosol vor. Durch Interaktionen mit Proteinen der p24 Familie wird Arf1-
GDP an die Golgi-Membranen rekrutiert. Es folgt der Austausch von GDP zu GTP 
wodurch Arf1 eine Konformationsänderung erfährt und die Interaktion zwischen Arf1 
und den p24 Proteinen aufgehoben wird. Anschließend rekrutiert Arf1-GTP zusammen 
mit den p24 Proteinen den Coatomer-Komplex aus dem Cytosol an die Golgi-Membran. 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Funktion der p24 Proteine als Arf1-GDP 
Rezeptoren näher untersucht. Mit Hilfe der SPR-Technologie (BIAcore) wurde die 
direkte Interaktion zwischen Arf1-GDP und allen bis heute in Säugerzellen 
nachgewiesenen p24 Proteinen überprüft. Hierzu wurden Peptide, die der 
cytoplasmatischen Domäne der p24 Proteine entsprechen, in monomerer und homo- 
oder heterodimerer Form eingesetzt. Es konnte nachgewiesen werden, dass p24 Proteine 
in monomerer Form nicht an Arf1-GDP binden. Im Gegensatz dazu interagieren die 
Homodimere p23 und p24 sowie die Heterodimere p23/p24, p23/27 und etwas 
schwächer p24/p27 mit Arf1-GDP. Die SPR-Ergebnisse konnten anschließend 
biochemisch durch Bindungsstudien an isolierten Golgi-Membranen bestätigt werden. 
Desweiteren wurden alle Heterodimere auf ihre Fähigkeit zur Coatomer-Aggregation 
getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass alle p24 Proteine, die mit Arf1-GDP 
interagieren, auch zur Polymerisierung von Coatomer beitragen. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurden photolabile, myristoylierte Arf1-Derivate in vivo 
generiert, auf ihre Funktionalität überprüft und anschließend in Bindungsstudien 
eingesetzt. Hierdurch konnte zum einen die Interaktion von Arf1-GTP mit β- und γ-
COP bestätigt werden. Auf Grund der höheren Mengen an erzielten Crosslinkprodukten 
war es möglich, diese Interaktionen näher zu analysieren. So konnte gezeigt werden, 
dass Arf1-GTP an beide Isoformen der γ-Untereinheit (γ1- und γ2-COP) bindet und die 
switch1 Region von Arf1 mit den Trunk-Domänen von β- und γ-COP wechselwirkt. 
Zum anderen wurde eine neue Interaktion von Arf1 mit der Coatomer-Untereinheit δ-
COP gefunden. Untersuchung der Abfolge der Wechselwirkungen von Arf1 mit 
Coatomer führen zu einem Modell bei dem es sich bei der Rekrutierung von Coatomer 
durch Arf1-GTP um einen mehrstufigen Prozess handelt. Außerdem deuten die 
Bindungsstudien mit photolabilen Arf1-Derivaten auf eine gleichzeitige Bindung 
mehrerer Arf1 Moleküle an Coatomer hin und somit auf die Existenz einer oligomeren 
Arf1 Form. 
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Abstract  
 
The small GTPase Arf1 plays a key role in the formation of COPI coated vesicles. Upon 
recruitment to the donor membrane by interaction with dimeric p24 proteins, Arf1’s 
GDP is exchanged for GTP. Arf1-GTP then dissociates from p24, and together with 
members of this family of transmembrane proteins, it recruits the cytosolic coatomer 
complex to the Golgi membrane. 
In this work the function of the p24 proteins as Arf1-GDP receptors was analyzed. To 
this end, the SPR technology (BIAcore) was used to measure the interactions between 
Arf1-GDP and peptides in different oligomeric forms, corresponding to the cytoplasmic 
tails of the p24 proteins. In their monomeric forms, none of the peptides bound to Arf1-
GDP. In contrast, the homodimeric forms of p23 and p24 as well as the heterodimeric 
forms p23/p24, p23/p27 and p24/p27 showed an interaction with Arf1-GDP. These SPR 
results were confirmed by competition experiments using isolated Golgi membranes and 
full-lenght Arf1. Furthermore, the heterodimeric forms of the p24 proteins were probed 
for their ability to aggregate coatomer, and only those proteins that bound to Arf1-GDP 
were able to induce coatomer polymerisation.  
In a second part full-length, myristoylated, photolabile Arf1 derivatives were generated 
employing a new in vivo expression method. Having shown the functionality of these 
derivatives, the photolabile proteins were used for binding studies. It was confirmed that 
Arf1 through its switch 1 region specifically interacts with the β- and γ-COP subunits of 
coatomer. Because of the higher amounts of crosslink-products available, these 
interactions could be further characterized. Interaction of Arf1-GTP with the trunk 
domains of β- and γ-COP was mapped. In addition it was shown that Arf1 binds to both 
isoforms of γ-COP (γ1 and γ2). Additional investigations on the binding of Arf1 to 
coatomer identified δ-COP as another binding partner. Further analysis of the Arf1-
coatomer interactions lead to the assumption that the recruitment of coatomer to the 
Golgi membrane is a stepwise process. Finally, binding studies with photolabile Arf1 
proteins revealed that more than one Arf1 molecule can interact with coatomer 
simultanously, and this indicates that Arf1 does not only exist as a monomer but can 
also form dimers or even higher oligomers. 
Inhaltsverzeichnis 6 
Inhaltsverzeichnis 
Zusammenfassung .......................................................................................................... 4 
Abstract............................................................................................................................ 5 
Inhaltsverzeichnis ........................................................................................................... 6 
Abbildungsverzeichnis.................................................................................................... 9 
Tabellenverzeichnis ...................................................................................................... 10 
Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................ 11 
1 Einleitung ........................................................................................................... 13 
1.1 Kompartimentierung der eukaryontischen Zelle ................................................. 13 
1.2 Der sekretorische Weg ........................................................................................ 13 
1.3 Vesikuläre Transportsysteme .............................................................................. 16 
1.3.1 COPII Vesikel ..................................................................................................... 16 
1.3.2 COPI Vesikel....................................................................................................... 17 
1.3.3 Clathrin Vesikel................................................................................................... 19 
1.4 Biogenese der COPI Vesikel ............................................................................... 19 
1.5 COP und Clathrin Vesikelsysteme im Vergleich ................................................ 22 
1.6 Arf (ADP-ribosylation factor) ............................................................................. 24 
1.7 Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie ................................................................ 25 
1.8 Grundlagen der SPR (surface plasmon resonance)............................................. 27 
1.9 Ziel der Arbeit ..................................................................................................... 28 
2 Ergebnisse .......................................................................................................... 30 
2.1 Arf1-GDP Membranrekrutierung durch direkte Interaktionen mit 
Mitgliedern der p24 Proteinfamilie ..................................................................... 30 
2.1.1 Herstellung einer Arf1-GDP Proteinoberfläche an einem CM5 BIAcore 
Sensorchip mittels Amin-Kopplung .................................................................... 31 
2.1.2 Test der Arf1-GDP Oberfläche und Ermittlung der idealen 
Messbedingungen ................................................................................................ 33 
2.1.3 Bindungskinetiken zwischen Arf1-GDP und dem cytoplasmatischen Anteil 
der p24 Proteine in monomerer und homodimerer Form.................................... 35 
2.1.4 Bindungskinetiken zwischen Arf1-GDP und dem cytoplasmatischen Anteil 
heterodimerer p24 Proteine ................................................................................. 40 
2.1.5 Auswertung und Berechnung der KD-Werte aus den ermittelten 
Bindungskurven................................................................................................... 42 
2.1.6 Biochemische Untersuchungen der Interaktionen zwischen Arf1-GDP und 
heterodimeren p24 Proteinen............................................................................... 45 
Inhaltsverzeichnis 7 
2.1.7 Coatomer Aggregation durch heterodimere p24 Proteine................................... 47 
2.2 Multiple und und sequentielle Interaktionen zwischen Arf1-GTP und 
Coatomer ............................................................................................................. 50 
2.2.1 In vivo Expression von Arf1 Proteinen mit dem photolabilen 
Aminosäurederivat  p-Benzoyl-L-phenylalanin in E. coli .................................. 50 
2.2.2 Untersuchung der Funktionalität der photolabilen Arf1 Proteine durch 
Bindungsstudien an isolierten Golgi-Membranen............................................... 52 
2.2.3 GTP abhängige Interaktionen von Arf1 mit Coatomer ....................................... 53 
2.2.4 Identifizierung der unbekannten Crosslinkpartner des photolabilen Arf1 
Proteins Arf1-I46-Bp........................................................................................... 55 
2.2.5 Charakterisierung der Interaktionen zwischen Arf1-GTP und den Coatomer 
Untereinheiten β- und γ-COP .............................................................................. 64 
2.2.6 Ermittlung der Abfolge der Interaktionen zwischen Arf1-GTP und Coatomer .. 70 
3 Diskussion........................................................................................................... 73 
3.1 Membranrekrutierung von Arf1-GDP durch p24 Proteine ................................. 73 
3.1.1 Direkte Interaktionen zwischen homo- und heterodimeren p24 Proteinen und 
Arf1-GDP ............................................................................................................ 73 
3.1.2 Coatomer Aggregation durch heterodimere p24 Proteine................................... 76 
3.2 Multiple und und sequentielle Interaktionen zwischen Arf1-GTP und 
Coatomer ............................................................................................................. 78 
3.2.1 GTP-abhängige Interaktionen von Arf1 mit Coatomer....................................... 79 
3.2.2 Arf1-GTP interagiert mit den Trunk-Domänen von β- und γ-COP .................... 81 
3.2.3 Abfolge der Interaktionen zwischen Arf1 und Coatomer ................................... 82 
3.2.4 Mögliche Funktionen von Arf1 während der Polymerisierung von Coatomer ... 83 
4 Materialien und Methoden ............................................................................... 85 
4.1 Materialien........................................................................................................... 85 
4.1.1 Chemikalien......................................................................................................... 85 
4.1.2 Peptide ................................................................................................................. 85 
4.1.3 Antikörper............................................................................................................ 86 
4.1.4 Protein-Molekularmasse-Standards und DNA-Größen-Standards...................... 88 
4.1.5 Enzyme und DNA-Polymerasen ......................................................................... 89 
4.1.6 Antibiotika und Medien....................................................................................... 89 
4.1.7 Allgemeine Puffer und Lösungen........................................................................ 90 
4.1.8 Oligonukleotide / Primer ..................................................................................... 91 
4.1.9 Plasmide .............................................................................................................. 91 
4.1.10 Zellkultur ............................................................................................................. 91 
4.2 Molekularbiologische Methoden......................................................................... 92 
4.2.1 Bestimmung von DNA-Konzentrationen ............................................................ 92 
4.2.2 Analytische und präparative Agarose-Gelelektrophorese ................................... 92 
4.2.3 Isolierung und Aufreinigung von DNA............................................................... 93 
4.2.4 Ortsspezifische Mutagenese ................................................................................ 93 
Inhaltsverzeichnis 8 
4.2.5 DNA-Sequenzierung ........................................................................................... 95 
4.2.6 DNA-Transformation .......................................................................................... 95 
4.2.7 Restriktion von DNA........................................................................................... 95 
4.2.8 Ligation von DNA............................................................................................... 96 
4.2.9 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen............................................... 96 
4.2.10 Polymerasekettenreaktion.................................................................................... 97 
4.2.11 Konstruktion der in vivo Expressions-Plasmide.................................................. 97 
4.3 Biochemische Methoden ..................................................................................... 98 
4.3.1 SDS-Gelelektrophorese [nach Laemmli, 1970] .................................................. 98 
4.3.2 SDS-Gelelektrophorese mittels NuPAGE-Gelsystem (Invitrogen) .................. 100 
4.3.3 Anfärbung von Proteinen .................................................................................. 100 
4.3.4 Western Blot (Semi-Dry) ................................................................................... 101 
4.3.5 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford ............................................... 103 
4.3.6 Immunpräzipitation unter denaturierenden Bedingungen ................................. 103 
4.3.7 Herstellung von Golgi-like Liposomen ............................................................. 104 
4.3.8 Präparation von HeLa-Golgi-Membranen......................................................... 105 
4.3.9 Präparation von HeLa-Cytosol .......................................................................... 107 
4.3.10 Präparation von Coatomer aus Kaninchen-Leber.............................................. 107 
4.3.11 Kompetitionsexperimente mit dimeren His-p23 Peptiden ................................ 109 
4.3.12 Coatomer Präzipitation...................................................................................... 110 
4.3.13 In vivo Expression der photolabilen Arf1 Derivate ........................................... 110 
4.3.14 Bindungs-Experimente und Photocrosslinking mit isolierten Golgi-
Membranen oder synthetisch hergestellten Golgi-like Liposomen ................... 112 
4.3.15 Elektroelution der lichtabhängigen Crosslinkprodukte ..................................... 115 
4.3.16 Präparation eines CM5 Sensorchips und Protein-Peptid 
Interaktionsmessungen mit BIAcore 2000 ........................................................ 115 
Literaturverzeichnis ................................................................................................... 118 
Danksagung ................................................................................................................. 128 
Erklärung .................................................................................................................... 129 
Abbildungsverzeichnis 9 
Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: Intrazelluläre Transportwege ................................................................................................16   
Abbildung 2: COPI Vesikel-Biogenese ...................................................................................................   21  
Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines SPR-Detektorsystems .............................................................28 
Abbildung 4: Aktivierung der Dextranoberfläche eines CM5 Chips..........................................................32 
Abbildung 5: Immobilisierung von n∆17-Arf1-T31N auf einer CM5 Chipoberfläche ..............................33 
Abbildung 6: Test der Oberflächen-Aktivität der n∆17-Arf1-T31N Chipoberfläche.................................34 
Abbildung 7: Messung der Arf1-GDP und p23dimer Interaktion unter verschiedenen    
Pufferbedingungen........................................................................................................................35 
Abbildung 8: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit p23 ...........................................36 
Abbildung 9: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit p24 ...........................................38 
Abbildung 10: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit p25, p26 und p27 ...................39 
Abbildung 11: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit p23/24, p23/p27, p24/p27, 
p25/p27 und p24/p25 ....................................................................................................................41 
Abbildung 12: Evaluation eines BIAcore 2000 Sensogramms...................................................................43 
Abbildung 13: KD-Werte der Interaktionen zwischen Arf1-GDP und Proteinen der p24-Familie ............45 
Abbildung 14: Kompetitionsexperiment mit heterodimeren p24 Proteinen und Arf1-GDP an Ni-
NTA Sepharose.............................................................................................................................46 
Abbildung 15: Kompetition der Arf1 Rekrutierung an Golgi-Membranen durch Heterodimere der 
p24 Proteinfamilie ........................................................................................................................47 
Abbildung 16: Coatomer-Aggregation nach Bindung von p24 Proteinen ..................................................48 
Abbildung 17: Expression der photolabilen Arf1 Derivate Arf1-I46-Bp und Arf1-I49-Bp .......................51 
Abbildung 18: Bestimmung der Funktionalität der in vivo exprimierten photolabilen Arf1 Derivate........52 
Abbildung 19: Photocrosslink-Produkte der photolabilen Arf1 Derivate Arf1-I46-Bp und  
 Arf1-I49-Bp ..................................................................................................................................54 
Abbildung 20: GTP-abhängige Interaktionen zwische Arf1 und γ-COP....................................................55 
Abbildung 21: Gelfiltration des mit Arf1-I46-Bp angereicherten Bakterienlysats S2 und 
anschließendes Photocrosslink Experiment ..................................................................................57 
Abbildung 22: Photocrosslink Experiment mit Arf1-I46-Bp und Golgi-like Liposomen...........................58 
Abbildung 23: Analyse der Photocrosslink Proben durch SDS-PAGE und anschließender Anfärbung 
mit Coomassie und Stains-All oder Western-Blot mit Arf1-CT Antikörper ................................59 
Abbildung 24: Aufreinigung und Konzentrierung der unbekannten Photocrosslinkprodukte durch 
Elektroelution und PAA-Gele mit unterschiedlicher Porengröße.................................................60 
Abbildung 25: Untersuchung des 150 kDa Crosslinkproduktes durch Western Blot und 
Immunpräzipitationen...................................................................................................................62 
Abbildung 26: Limitierte Proteolyse von Coatomer mit Thermolysin .......................................................64 
Abbildung 27: Direkte Interaktionen zwischen der SW1 Region von Arf1 und der Trunk-Domäne 
von β-COP ....................................................................................................................................66 
Abbildung 28: Vergleich der  Verhältnisse der Signalintensitäten  von β-COP und der Arf1-β-COP 
Interaktionen vor und nach der limitierten Proteolyse mit Thermolysin ......................................68 
Abbildung 29: Direkte Interaktionen zwischen der SW1 Region von Arf1 und der Trunk-Domäne 
von γ-COP ....................................................................................................................................69 
Abbildung 30: Vergleich der  Verhältnisse der Signalintensitäten der Arf1-γ-COP Interaktionen vor 
und nach der limitierten Proteolyse mit Thermolysin...................................................................70 
Abbildung 31: Unabhängig vom Nukleotid-Zustand bindet Arf1 an rekombinates δ-COP .......................71 
Abbildung 32: Untersuchung der Interaktions-Abfolge zwischen den Positionen I46, I49 und Y167 
in Arf1 und Coatomer ...................................................................................................................72 
Abbildung 33: Arf1-Coatomer Interaktionen..............................................................................................83 
Tabellenverzeichnis 10 
Abbildung 34: Oligomerisierung von Arf1-GTP an der Golgi-Membran ..................................................84 
Abbildung 35: Quantifizierung der Expression von Arf1-I46-Bp ............................................................112 
Abbildung 36: Einstellung der idealen Bindungsbedingungen am Beispiel von Arf1-I46-Bp an 
HeLa-Golgi-Membranen ............................................................................................................114 
Abbildung 37: Schematisches Sensogramm der kovalenten Immobilisierung eines Liganden durch 
Amin-Kopplung..........................................................................................................................116 
 
Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie und deren Vorkommen in Säuger- und Hefezellen.......26 
Tabelle 2: Identifizierte Proteine in der unbelichteten und belichteten Probe nach Elektroelution ............61 
Tabelle 3: Übersicht der eingesetzten Peptide ............................................................................................85 
Tabelle 4: Übersicht der verwendeten Erst-Antikörper ..............................................................................87 
Tabelle 5: Oligonukleotide und Primer.......................................................................................................91 
Tabelle 6: Zusammensetzung der eingesetzten 6-12 %-igen SDS-PAA-Gele............................................99 
Tabelle 7: Lipide zur Herstellung von Golgi-like Liposomen ..................................................................104 
 
Abkürzungsverzeichnis 11 
Abkürzungsverzeichnis 
ASP Ammonium-sulfat precipitation 
Ara Arabinose 
Arf  ADP-Ribosylierungsfaktor 
ATP  Adenosin-5’-triphosphat 
Bp p-Benzoyl-L-phenylalanin 
bp Basenpaar 
BFA  Brefeldin A 
BSA  Rinderserumalbunin 
BMW  broad molecular weight 
CCV Clathrin coated vesicle 
cDNA  complementary DNA 
CGN  Cis-Golgi-Netzwerk 
Coatomer  coat protomer 
COP  coat Protein 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Desoxynukleotid-Triphosphat 
DTT  Dithiothreitit 
E. coli  Escheria coli 
ECL  enhanced chemoluminescence 
EDC 1-ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)carbodiimid 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EE Elektroeluiertes Material 
ER  Endoplasmatisches Retikulum 
ERGIC  ER-Golgi-Intermediate Compartment 
EtOH  Ethanol 
FC Flusszelle 
FPLC  fast protein liquid chromatography 
FKS  fötales Kälberserum 
g  Erdbeschleunigung 
GAP  GTPase aktivierendes Protein   
GEF  Guanosinnukleotid-Austausch-Faktor 
GDP  Guanosin-5’-diphosphat 
GDPβS  Guanosin-5’[β-thio]-diphosphat 
GTP  Guanosin-5’-triphosphat 
GTPγS  Guanosin-5’[γ-thio]-triphosphat 
h  Stunde 
HeLa Henrietta Lacks cells 
Abkürzungsverzeichnis 12 
Hepes  4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure 
HPLC  high performance liquid chromatography 
HRP  Meerrettich-Peroxidase 
IC  intermediate compartment 
IgG  Immunglobulin G 
kDa  Kilodalton 
M  molar 
mARF  N-myristoyliertes ARF 
MetOH  Methanol 
min  Minuten 
N∆17-Arf1  verkürztes ARF1, bei dem Myristoylierung und 17 N-terminale 
 Aminosäuren fehlen 
NHS N-Hydroxysuccinimid 
NSF  N-Ethylmaleimid-sensitives Fusionsprotein 
OD  optische Dichte 
PAA Polyacrylamid 
PAGE  Polyacrylamid-Gelektrophorese 
PBS  Phosphate buffered saline 
PI Phosphatidylinositol 
RT  Raumtemperatur 
rpm  rounds per minute 
RU Response unit 
s  Sekunde 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SPR Surface plasmon spectroscopy 
SNARE  SNAP-Rezeptor 
TEMED  N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 
TGN  Trans-Golgi-Netzwerk 
Tmd  Trifluormethyldiazirinyl 
t-SNARE  Zielmembran-SNARE 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tween 20  Polyoxyethylen-Sorbitat-Monolaureat 
Tx-100 Octylphenolpoly(ethylenglycolether) 
U  unit (Enzymaktivität) 
v-SNARE  Vesikelmembran-SNARE 
v/v  Volumenverhältnis 
w/v  Gewicht/Volumenverhältnis 
w/w  Gewichtsverhältnis 
1 Einleitung 13 
1 Einleitung 
1.1 Kompartimentierung der eukaryontischen Zelle 
 
Prokaryontische Zellen werden durch eine Plasmamembran umgeben, die als selektive 
Barriere das Zellinnere von der Umgebung trennt. Das Zellinnere besteht dabei aus 
einem wässrigen Kompartiment, dem Cytosol, in dem alle wesentlichen 
Stoffwechselvorgänge, wie die Proteinbiosynthese oder die Glykolyse, ablaufen. 
Eukaryontische Zellen verfügen im Gegensatz zu Bakterienzellen über weitere 
ausgedehnte Membransysteme. Diese bilden innerhalb der Zelle Kompartimente, die als 
Organellen bezeichnet werden. Die wichtigsten Organellen einer eukaryontischen Zelle 
sind der Nucleus, das Endoplasmatische Reticulum, der Golgi-Apparat, die 
Mitochondrien, die Chloroplasten in Pflanzenzellen, sowie Lysosomen, Endosomen und 
Peroxisomen. Jede dieser Organellen ist mit bestimmten Proteinen ausgestattet, die 
zusammen mit den spezifischen Lipiden der umgebenden Membran die 
charakteristische zelluläre Funktion des Organells definieren. Dabei katalysieren diese 
Proteine nicht nur chemische Reaktionen innerhalb des Organells, sondern sind auch am 
Transport kleiner Moleküle nach außen oder ins Innere des Organells (Lumen) beteiligt. 
Als Organell-spezifische Oberflächenmarker übernehmen sie zudem Aufgaben beim 
Transport von neu synthetisierten Lipiden und Proteinen zwischen den einzelnen 
Kompartimenten.  
 
1.2 Der sekretorische Weg 
 
Proteine werden, mit Ausnahme einiger wenige Proteine der Mitochondrien und der 
Plastiden, an Ribosomen im Cytosol synthetisiert. Einige Proteine verbleiben in 
löslicher Form im Cytosol, andere werden co- oder posttranslational mit einer 
Signalsequenz ausgestattet und direkt an ihren jeweiligen Zielort transportiert (Blobel 
und Dobberstein, 1975a; Blobel und Dobberstein, 1975b). Zu diesen Zielorten gehören 
die Membranen aller Organellen, wie z.B. die Membranen des Nucleus oder der 
Mitochondrien. Proteine, die durch eine spezielle Signalsequenz an die Membran des 
Endoplasmatische Reticulum (ER) befördert und anschließend während ihrer Synthese 
ins Lumen eingeschleust werden, gelangen damit in den sekretorischen Weg. Dazu 
zählen nicht nur ER- residente Proteine, sondern auch lösliche oder membrangebundene 
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sekretorische Proteine, deren Zielorte der Golgi Apparat, die Lysosomen oder auch die 
Plasmamembran sein können. Die Sekretion ist dabei ein mehrstufiger Prozess, der es 
der Zelle ermöglicht, neu synthetisierte Proteine posttranslational zu modifizieren und 
der den korrekten Transport der Proteine zwischen den membranumhüllten 
Kompartimenten oder zur Plasmamembran erlaubt. Insgesamt kann der sekretorische 
Weg in mindestens vier Abschnitte unterteilt werden: ER-Import und Qualitätskontrolle, 
Transport vom ER zum Golgi, intra-Golgi Transport und Rückführung vom Golgi zum 
ER, sowie post-Golgi-Transport. Der Zielort eines Proteins wird durch eine bestimmte 
Aminosäure-Sequenz, der Signalsequenz, festgelegt. Die Signalsequenz der 
sekretorischen Proteine besteht im Allgemeinen aus 15-60 Aminosäuren und befindet 
sich am N-terminalen Bereich der Proteinsequenz. Die physikochemischen 
Eigenschaften dieses Sequenzabschnitts, wie z.B. die Hydrophobizität, spielen dabei 
eine wesentlich größere Rolle als die genaue Aminosäuren-Zusammensetzung. Das 
zwischen ER-Membran und Cytosol zyklisierende signal-recognition particle (SRP) 
erkennt und bindet die Signalsequenz der sekretorischen Proteine (Wild et al., 2004). 
Außerdem bindet das SRP gleichzeitig an das translatierende Ribosom und unterbricht 
damit die Synthese des Proteins (Walter und Blobel 1981a; Walter und Blobel 1981b; 
Walter et al., 1981). Während der Translationspause bindet der Komplex aus Ribosom, 
Peptid und SRP über ein integrales Transmembranprotein, dem SRP-Rezeptor, an die 
Membran des ER. SRP und SRP-Rezeptor werden freigelassen und das Peptid mit Hilfe 
eines Translokators in das Lumen eingeschleust oder aber im Falle eines 
Transmembranproteins in die ER-Membran eingebaut (Deshaies und Schekman 1989; 
Deshaies et al., 1991). Noch während der Überführung der naszierenden Polypetidkette 
ins Lumen des ER werden bei den meisten Proteinen Oligosaccharide an die 
Amidogruppen N-terminaler Asparagin-Reste kovalent angehängt (Kornfeld und 
Kornfeld, 1985). Diese N-Glykosylierung der Proteine ist für die weitere korrekte 
Faltung des Proteins essentiell. Unvollständig gefaltete Proteine werden von 
Chaperonen am Zustand der Glykosylierung erkannt und im ER festgehalten, bis die 
korrekte Faltung erreicht ist. Fehlerhaft gefaltet Proteine werden vom USP (unfolded 
protein response) oder ERAD (ER-associated degradation) System des ER erkannt und 
anschließend über Translokatoren zurück ins Cytosol überführt (Friedlander et al., 
2000; Travers et al., 2000). Dort werden die fehlgefalteten Proteine nach 
Deglykosylierung (Plemper et al., 1999) und Ubiquitinierung (Hershko et al., 1979) 
durch spezifische Proteasen abgebaut (Haass und Kloetzel, 1989).  
Nach der Überführung ins ER-Lumen oder der Inkorporation in die ER-Membran 
werden die korrekt gefalteten und modifizierten Proteine mit Hilfe kleiner 
Transportvesikel weitergeleitet. Die Membran-umhüllten Vesikel, die zusätzlich von 
eine Proteinhülle (coat protein complex, COP) umgeben sind, schnüren sich dabei nach 
Ankonzentrierung der Fracht-Moleküle (cargo) von einer Donor-Membran ab und 
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fusionieren anschließend mit der Ziel-Membran eines Organells. Die Proteine werden 
auf diese Weise zwischen den einzelnen Kompartimenten ausgetauscht, ohne dass 
Membranen über Translokatoren passiert werden müssen. Der vorwärts gerichtete 
Transport von Fracht-Molekülen vom ER zum Golgi im frühen sekretorischen Weg 
wird von COPII Vesikeln übernommen (Barlowe et al., 1994). Die Ausbildung dieser 
Vesikel an speziellen Abschnitten der ER-Membran (ER exit sites) wird durch die 
Bildung des charakteristischen Protein-Hüll-Komplexes initiiert, der die Vesikel-
Membran umgibt. Dieser besteht bei COPII Vesikeln aus der kleinen GTPase Sar1 
(Barlowe et al., 1993; Nakano und Muramatsu, 1989), dem heterodimeren Komplex 
Sec23/Sec24  und dem heterotetrameren Sec13/31 Komplex (Hicke et al., 1992; Pryer 
et al., 1993; Salama et al., 1997). Nach der Abschnürung der COPII Vesikel und der 
Entfernung der Proteinhülle werden die Frachtmoleküle an das ER-Golgi intermediäre 
Kompartiment (ER-intermediate compartment, ERGIC) durch Membranfusion 
abgegeben. Letzteres definiert sich durch den Nachweis von sogenannten Marker-
Proteinen, wie das intrazelluläre Lektin ERGIC53 (Hauri et al., 2000) oder die kleine 
GTPase Rab2 (Chavrier et al., 1990; Tisdale und Balch, 1996). Als Schnittstelle für 
vorwärts (anterograden) und rückwärts (retrograden) gerichteten Proteintransport im 
sekretorischen Weg ist das ERGIC als eigenständiges Kompartiment anzusehen 
(Martinez-Menarguez et al., 1999). Die Entstehung des ERGICs, entweder aus 
homotypischer Fusion von COPII Vesikeln oder heterotypischer Fusion, bei der ein 
bereits bestehendes Kompartiment COPII Vesikel aufnimmt, ist zur Zeit jedoch noch 
ungeklärt (Bannykh und Balch, 1998). Neben charakteristischen Marker-Proteinen von 
COPII Vesikeln sind auch COPI Vesikel im ERGIC nachweisbar. Diese vermitteln den 
retrograden Transport von Proteinen zurück zum ER (Cosson und Letourneur, 1994; 
Letourneur et al., 1994; Majoul et al., 2004) und den bidirektionalen Proteintransport 
(Orci et al., 1986; Ostermann et al., 1993; Rothmann und Wieland, 1996) innerhalb des 
Golgi Apparates. Die Überführung der Frachtmoleküle vom ERGIC zum Golgi erfolgt 
hingegen wahrscheinlich ohne die Beteiligung von COPI Vesikeln (Presley et al., 1997; 
Martinez-Menarguez et al., 1999). 
Der Golgi-Apparat besteht aus etwa 4 bis 6 Membransäcken, den sogenannte Zisternen, 
die sich durch ihre spezifische Protein- und Lipid-Zusammensetzung unterscheiden. 
Weiterhin ist der gesamte Golgi-Apparat in drei Abschnitte unterteilt: cis-, medial- und 
trans-Golgi. Sekretorische Proteine durchwandern den Golgi-Apparat von der cis zur 
trans Seite und werden währendessen entsprechend ihres Zielortes oder ihrer Struktur 
durch unterschiedliche Enzyme modifiziert (z.B. O-Glykosylierung oder Sulfatierung). 
Im trans-Golgi angelangt werden die korrekt modifizierten, sekretorischen Proteine von 
einer Reihe unterschiedlicher Vesikel aufgenommen und an Zielorte wie die 
Plasmamembran, die Lysosomen oder die Endosomen transportiert (zusammengefasst 
in Gu et al., 2001; Rodriguez-Boulan und Musch, 2005).   
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Abbildung 1: Intrazelluläre Transportwege. Schematischer Überblick des sekretorischen, lysosomalen 
und endosomalen Transportsweges und der beteiligten Organellen. COPII-Transport ist in blau, COPI-
Transport in rot und Clathrin Transport in gelb dargestellt. Die Abbildung wurde aus Bonifacino und 
Glick (2004) entnommen. 
 
1.3 Vesikuläre Transportsysteme 
 
Der intrazelluläre Transport während des sekretorischen Weges wird in eukaryontischen 
Zellen durch vesikuläre Strukturen vermittelt. Diese Transport-Vesikel werden, 
abhängig von ihrer Proteinhülle, in mindestens drei Klassen unterteilt: COPII, COPI 
und Clathrin Vesikel.  
 
1.3.1 COPII Vesikel 
 
COPII Vesikel wurden erstmals mit Hilfe genetischer Untersuchungen und durch die 
Verwendung Zell-freier Systeme entdeckt (Baker et al., 1988). Aus der Hefe isolierte 
ER-Membranen wurden mit Cytosol, ATP und einem nicht-hydrolysierbaren Derivat 
von GTP inkubiert. Dabei wurden Vesikel generiert, deren Proteinhülle sich von COPI 
Vesikeln unterscheidet. Hefe-Zellen mit Mutationen innerhalb der Gene von Proteinen, 
die an der COPII Vesikel-Bildung beteiligt sind, führten zur Akkumulation von 
Proteinen im rauhen ER (secB Mutanten) (Novick et al., 1981; Kaiser und Schekman, 
1990). Nähere Untersuchungen der Gene zeigten, dass für die Bildung von COPII 
Vesikeln die kleine GTPase Sar1 (Nakano et al., 1989), der heterodimere 
Proteinkomplex Sec23/24 und der heterotetramere Proteinkomplex Sec13/Sec31 
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sequentiell an die ER-Membran rekrutiert werden müssen (Barlowe et al., 1994). Im 
ersten Schritt der COPII Vesikel-Bildung wird das an Sar1 gebundene GDP durch GTP 
ausgetauscht. Katalysiert wird dieser Vorgang durch den membrangebundenen 
Nukleotidaustauschfaktor (NEF) Sec12 (Barlowe und Schekman, 1993). Durch den 
Austausch von GDP zu GTP erfährt Sar1 eine Konformationsänderung und bindet dann 
über einen N-terminalen hydrophoben Abschnitt an die Membran. Über das aktivierte 
Sar1 wird Sec23/Sec24 an die ER-Membran rekrutiert, wodurch ein ternärer Komplex 
aus Sar1-GTP und Sec23/Sec24 entsteht. Letzterer vermittelt schließlich die 
Rekrutierung von Sec13/Sec31 an die ER-Membran (Matsuoka et al., 1998). Die GTP-
Hydrolyse durch Sar1 wird von der Sec23 Untereinheit, sowie durch die Rekrutierung 
des Sec13/31 Komplexes verstärkt (Yoshihisa et al., 1993; Antonny et al., 2001) und 
führt zur Ablösung der Proteinhülle.  
Die Aufnahme von Frachtmolekülen in COPII Vesikel erfolgt entweder über direkte 
Interaktionen der Proteine mit Untereinheiten der COPII Vesikel (Kuehn et al., 1998) 
oder aber indirekt über bestimmte transmembrane Frachtrezeptoren während der 
Vesikel-Biogenese (Appenzeller et al., 1999; Belden und Barlowe, 2001). Dabei werden 
spezifische ER-Export-Signale am cytoplasmatischen Teil transmembraner 
Frachtmoleküle von den COPII Untereinheiten erkannt. Zu diesen sehr variablen 
Erkennungs-Signalen gehören (Barlowe, 2003) das di-acidische DXE-Motiv, das von 
Sec24 gebunden wird (Nishimura und Balch, 1997) oder die di-hydrophoben Motive 
wie FF, YY, oder LL, die in den cytoplasmatischen Domänen der p24-Famile 
wiederzufinden sind (Fiedler et al., 1996; Dominguez et al., 1998). 
 
1.3.2 COPI Vesikel 
 
Der retrograde Transport von Proteinen innerhalb des Golgi-Apparates und vom cis-
Golgi zurück zum ER wird von den etwa 75 nm großen COPI Vesikeln vermittelt 
(Rothman und Wieland 1996; Harris und Waters 1996; Love et al., 1998; Cosson und 
Letourneur, 1994). Dabei wird vermutet, dass COPI Vesikeln neben dem retrograden 
Transport auch am anterograden intra-Golgi Transport beteiligt sind (Orci et al., 1997). 
Entdeckt wurden COPI Vesikel durch in vitro Experimente, in denen der intra-Golgi 
Transport von Proteinen an isolierten Golgi-Membranen aus Säugerzellen untersucht 
wurde (zusammengefasst in Rothman und Wieland 1996; Schekman und Orci, 1996; 
Rothman, 2002). Durch Inkubation der Golgi Fraktionen mit Cytosol, ATP und einer 
nicht-hydrolysierbaren Form von GTP (GTPγS) konnten Vesikel generiert werden, die 
von einem cytosolischen Proteinkomplex, dem Coatomer, umhüllt sind (Orci et al., 
1986; Serafini et al., 1991). Nähere Untersuchungen ergaben, dass sich der etwa  
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550 kDa schwere Coatomer-Komplex aus insgesamt sieben verschiedenen Unter-
einheiten zusammensetzt (Waters et al., 1991): α-COP (138 kDa), β-COP (107 kDa), 
β`-COP (102 kDa), γ-COP (97 kDa), δ- COP (57 kDa), ε-COP (34 kDa), ζ-COP  
(20 kDa). Eine weitere wichtige Komponente der COPI Proteinhülle ist die zur Ras-
Familie gehörende kleine GTPase Arf1 (ADP-ribosylation factor1) (Serafini et al., 
1991). Das im inaktiven Arf-GDP Zustand überwiegend cytosolische Protein wird 
durch spezifische Nukleotidaustauschfaktoren in die aktive Arf-GTP Form überführt, 
die zudem die korrekte Anbindungsstellen an den Membranen für Arf1 bestimmen 
(Donaldson und Jackson, 2000; Zhao et al., 2002). Arf1 erfährt dadurch eine 
Konformationsänderung und ein N-terminaler Myristoyl-Schwanz, sowie eine N-
terminale amphiphatische Helix werden exponiert. Zusammen stabilisieren diese die 
Anbindung von Arf1-GTP an die Golgi-Membranen. Aktiviertes Arf1-GTP rekrutiert 
anschließend den cytosolischen Coatomer-Komplex en bloc (Hara-Kuge et al., 1994).  
Die Generierung von COPI Vesikeln kann in vitro mit Arf, Coatomer und unter GTPγS 
Bedingungen an Golgi-Membranen (Ostermann et al., 1993) oder an synthetischen 
Liposomen (Spang et al., 1998) nachgestellt werden. Im Falle von letzteren können die 
COPI Vesikel jedoch nur dann gebildet werden, wenn die synthetischen Liposomen eine 
bestimmte, nicht-physiologische Lipid-Zusammensetzung aufweisen. Im Gegensatz 
dazu ist die Bildung von COPI Vesikeln von der Lipid-Zusammensetzung unabhängig, 
wenn die Liposomen ein Lipopeptid enthalten, das mit der cytoplasmatischen Domäne 
von p23 ausgestattet ist (Bremser et al., 1999). p23, das zur p24 Familie der Typ I 
Transmembranproteine gehört, ist somit als eine weitere Komponente der minimalen 
Maschinerie zur Bildung von COPI Vesikeln anzusehen (Nickel et al., 2002).   
Die Aufnahme von Frachtmolekülen in COPI Vesikel kann selektiv erfolgen. So werden 
luminale ER-Proteine, die ein KDEL-Motiv im C-terminalen Bereich aufweisen, vom 
transmembranen KDEL-Rezeptor im cis-Golgi erkannt und als Rezeptor-Ligand-
Komplex in COPI Vesikel  überführt (Sönnichsen et al., 1996; Aoe et al., 1997; Majoul 
et al., 2001). Direkt von den Untereinheiten des Coatomer-Komplexes werden di-Lysin 
Motive in Form von KKXX oder KXKXX Motiven erkannt, wenn sie sich am C-
terminalen Ende von transmembranen Frachtmolekülen befinden (Cosson und 
Letourneur, 1994; Lowe und Kreis, 1995). Der KDEL-Rezeptor und die Mitglieder der 
p24 Proteinfamilie enthalten solche oder ähnliche Motive in ihren C-terminalen 
Domänen. Erst kürzlich konnte jedoch nachgewiesen werden, dass ER-residente 
Proteine und p24 Proteine mit verschiedenen Untereinheiten des Coatomer-Komplexes 
interagieren. Dabei binden erstere an die Untereinheiten α- und β`-COP, die p24 
Proteine hingegen über ihr abgewandeltes KKXX-Motiv an zwei Bindestellen innerhalb 
der γ-Untereinheit (Bethune et al., 2006). 
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1.3.3 Clathrin Vesikel 
 
Clathrin Vesikel sind nicht nur die ersten Protein-umhüllten Vesikel, die entdeckt 
worden sind (Rooth und Porter, 1964), sondern auch zugleich das am besten untersuchte 
vesikuläre Transportsystem. Im sekretorischen Weg sind Clathrin Vesikel am Transport 
von Proteinen vom TGN zu den späten Endosomen und zu den Lysosomen beteiligt, im 
endozytotischen Weg werden Clathrin Vesikel an der Plasmamembran gebildet und 
vermitteln den Transport von dort zu den frühen Endosomen. Die Proteinhülle der 
Clathrin Vesikel weist insgesamt zwei Protein-Schichten auf: eine äußere, deren einzige 
Komponente das Protein Clathrin ist und eine innere, die aus Adaptor-Protein-
Komplexen (AP) besteht. Clathrin selbst ist aus drei schweren (190 kDa) und drei 
leichten  (25 kDa) Polypeptid-Ketten aufgebaut, die alle an einer Stelle miteinander 
verbunden sind und damit eine Triskelion-Struktur ausbilden (Kirchhausen und 
Harrison, 1981; Ungewickell und Branton, 1981). Die Clathrin-Triskelione lagern sich 
antiparallel an, polymerisieren und formen so ein polygonales Gerüst mit einer 
intrinsischen Krümmung aus (Crowther und Pearse, 1981). Die zweite 
Hauptkomponente der Clathrin Vesikel, die Adaptor-Proteine, bestehen aus jeweils 
einer Kopie von insgesamt vier unterschiedlichen Protein-Untereinheiten. Diese 
heterotetrameren Komplexe vermitteln die selektive Aufnahme von Frachtmolekülen 
durch direkte Interaktionen in die Clathrin Vesikel oder aber indirekt über 
transmembrane Rezeptoren, die wiederum lösliche Frachtmoleküle erkennen und 
binden (zusammengefasst in Hirst und Robinson, 1998; Kirchhausen, 1999; 
Kirchhausen et al., 1997; Schmid, 1997). Somit stellen die Adaptor-Komplexe eine 
Verbindung zwischen  der Aufnahme von Frachtmolekülen und der Ausbildung des 
Clathrin-Käfigs dar. Insgesamt kann zwischen vier Adaptor-Komplexen unterschieden 
werden, die jeweils nur bestimmte Fracht-Rezeptoren erkennen und an der Ausbildung 
von Clathrin Vesikeln an verschiedenen Membransystemen beteiligt sind. Dabei 
vermitteln die Adaptor-Komplexe AP1, AP3 und AP4 den Transport vom TGN zu den 
Endosomen oder Lysosomen, AP2 dagegen den Proteintransport von der 
Plasmamembran hin zu den Endosomen (Boehm und Bonifacino, 2001).   
 
1.4 Biogenese der COPI Vesikel 
 
Der erste Schritt bei der Bildung von COPI Vesikeln ist die Rekrutierung  von Arf1-
GDP an die Golgi-Membranen, das in diesem Nukleotidzustand überwiegend als 
lösliches Protein im Cytosol vorliegt. Durch Untersuchungen an isolierten Golgi-
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Membranen konnte gezeigt werden, dass die Anbindung von Arf1-GDP an die 
Membranen sättigbar ist (Helms et al., 1993). Dies weist auf transmembrane Proteine 
innerhalb der Golgi-Membranen hin, die als Rezeptoren  von Arf1-GDP dienen und die 
Bildung der COPI Vesikel einleiten. Das Typ I Transmembranprotein p23, ein Mitglied 
der p24 Proteinfamilie, wurde anfangs als eine wichtige Komponente bei der Bildung 
von COPI Vesikeln entdeckt (Sohn et al., 1996; Bremser et al., 1999). Nachfolgende 
Untersuchungen durch Photocrosslink-Experimenten mit photolabilen Peptiden, die der 
cytoplasmatischen Domäne von p23 entsprechen, zeigten eine direkte Interaktion von 
p23 mit Arf1-GDP (Gommel et al., 2001). Die Identifizierung von p23 als möglichen 
Arf1-GDP Rezeptor konnte anschließend durch den Nachweis von Wechselwirkungen 
zwischen p23 und Arf1-GDP mittels FRET-Analysen in einem in vivo System 
bekräftigt werden (Majoul et al., 2001).  Erst kürzlich konnte jedoch ein weiterer 
möglicher Arf1-GDP Rezeptor identifiziert werden (Honda et al., 2005).  Hierbei 
handelt es sich um das v-SNARE Membrin, das nach Überexpression eine hohe 
Kolokalisation mit Arf1 aufweist. Weiterhin verringert Membrin die erwartete 
Freisetzung von Arf1 aus dem Golgi-Apparat nach Behandlung der Zellen mit dem 
Pilzgift Brefeldin A (BFA).  
Nach der Rekrutierung von Arf1-GDP an die Golgi-Membran erfolgt die Aktivierung 
von Arf1 durch den Nukleotidaustausch von GDP zu GTP. Katalysiert wird dieser 
Prozess durch einen Nukleotidaustauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor, 
GEF). Alle Arf-GEFs liegen als lösliche Proteine im Cytosol vor und besitzen eine für 
diese Proteinklasse charakteristische Sec 7 Domäne (Chardin et al., 1996), die die 
Bindung von GTP an Arf stimuliert. Die Rekrutierung der GEFs an die Membranen 
erfolgt wahrscheinlich über Interaktionen mit bestimmten Lipiden (Terui et al., 1994; 
Itoh und De Camilli, 2004). So konnte bei einigen Unterklassen der GEFs eine PH 
(Pleckstrin homology) Domäne identifiziert werden, die Phosphoinositide in der 
Membran erkennt und diese bindet (Klarlund et al., 2000; De Matteis et al., 2005). Das 
für die Aktivierung von Arf1 zuständige GEF ist wahrscheinlich das am Golgi 
lokalisierte GBF1 (Zhao et al., 2002; Niu et al., 2005). 
Durch den Austausch von GDP zu GTP kommt es zu einer Konformationsänderung 
innerhalb von Arf1. Ein am N-Terminus lokalisierter Myristoyl-Anker sowie eine N-
terminale amphiphatische Helix werden ausgeklappt und ermöglichen es, Arf1-GTP 
fester an die Membran zu binden (Franco et al., 1995; Antonny et al., 1997). 
Gleichzeitig werden die Interaktionen von Arf1 mit p23 aufgelöst (Gommel et al., 
2001). Arf1-GTP vermittelt anschließend die Rekrutierung des cytosolischen Coatomer-
Komplexes en bloc (Hara-Kuge et al., 1994) durch direkte Interaktionen mit den 
Coatomer Untereinheiten β- und γ-COP (Zhao et al., 1997; Zhao et al., 1999). 
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Abbildung 2: COPI Vesikel-Biogenese. Die einzelnen Stufen der COPI Vesikel-Bildung werden im Text 
näher beschrieben. Zur Vereinfachung werden nicht alle Coatomer Untereinheiten gezeigt. Die Abbildung 
wurde von Christoph Rutz nach Nickel et al. (2002) modifiziert. 
 
Neben der Anbindung von Arf1-GTP an den Coatomer-Komplex konnten direkte 
Interaktionen der cytoplasmatischen Domänen aller Mitglieder der p24 Familie mit γ-
COP festgestellt werden (Harter und Wieland, 1998; Bethune et al., 2006). Die 
Anbindung erfolgt unabhängig voneinander über die beiden γ-COP Subdomänen γ-
Appendage und γ –Trunk  und nur wenn die cytoplasmatischen Domänen als 
Homodimere vorliegen. Die Ausnahme ist p25, das über ein echtes KKXX-Motiv 
verfügt und darüber hinaus als Monomer über α- und β’-COP Coatomer binden kann 
(Bethune et al., 2006). Damit bildet Arf1-GTP zusammen mit dimeren Proteinen der 
p24 Familie einen sog. " priming complex " aus, über den der lösliche Coatomer-
Komplex aus dem Cytosol an die Golgi-Membran rekrutiert wird. 
Für die anschließende Fusion der COPI Vesikel mit der Zielmembran muss die 
Proteinhülle entfernt werden. Initiiert wird dieser Prozess durch die Stimulation der 
intrinsischen GTPase Aktivität von Arf1 durch cytosolisches Arf-GAP (GTPase 
actvating protein) (Tanigawa et al., 1993; Cukierman et al., 1995). Neben der Katalyse 
der GTP Hydrolyse durch Arf1 spielen GAPs außerdem eine wichtige Rolle bei der 
Aufnahme von Frachtmolekülen in COPI Vesikeln (Nickel et al., 1998; Malsam et al., 
1999; Lanoix et al., 2001). Zudem konnte gezeigt werden, dass Proteine der p24 
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Familie die Aktivität von Arf-GAP inhibieren können und somit auch die Hydrolyse 
von GTP beeinflussen (Goldberg et al., 2000; Lanoix et al., 2001). Die Fusion der COPI 
Vesikel mit der Zielmembran erfolgt mit Hilfe von SNARE (soluble NSF attachment 
protein receptors) Proteinen, die in den  Membranen der Vesikel (v-SNAREs) und an 
der Zielmembran (t-SNAREs) lokalisiert sind  (Söllner et al., 1993).  
 
1.5 COP und Clathrin Vesikelsysteme im Vergleich 
 
COP und Clathrin Vesikel zeigen sowohl hohe strukturelle als auch funktionelle 
Analogien und lassen damit auf eine nahe evolutionäre Verwandtschaft schließen. Eine 
Gemeinsamkeit beider vesikulären Transportsysteme ist die Rekrutierung der 
Proteinhülle an die Membranen über kleine G-Proteine. So werden der Coatomer-
Komplex im COPI System und die Adaptor-Komplexe der Clathrin-Vesikel AP1, AP3 
und AP4 durch Arf1 an die Membran rekrutiert (Donaldson et al., 1992; Palmer et al., 
1993; Traub et al., 1993; Ooi et al., 1998; Boehm et al., 2001). Der Adaptor-Komplex 
AP2 wird hingegen durch Arf6 und durch direkte Interaktionen mit Phosphoinositiden 
(PIPs) innerhalb der Lipidschicht an die Plasmamembran gebracht (Paleotti et al., 2005; 
Rohde et al., 2002). Das COPII Vesikelsystem verwendet die zur Arf-Familie 
gehörende kleine GTPase Sar1. Neben der Rekrutierung der Proteinhülle an die 
Membranen konnten Ähnlichkeiten in den Sequenzen einiger Komponenten des 
Coatomer-Komplexes und der heterotetrameren Adaptor-Komplexe festgestellt werden 
(Serafini et al., 1991; Duden et al., 1991; Kuge et al., 1993; Faulstich et al., 1996; 
Cosson et al., 1996). Nähere funktionelle Untersuchungen zeigten, dass nicht nur die 
Proteinhülle von Clathrin Vesikeln aus zwei unterschiedlichen Schichten aufgebaut 
sind, sondern dass auch der Coatomer-Komplex über einen vergleichbaren strukturellen 
Aufbau verfügt. Unterteilt wird dabei letzterer in einen Adaptor-ähnlichen, tetrameren 
β/δ/γ/ζ-Subkomplex und einen Clathrin-ähnlichen, trimeren α/β`/ε-Subkomplex 
(Schledzewski et al., 1999). Allerdings ist Coatomer nur bei der Verwendung von in 
vitro Systemen in diese Subkomplexe auftrennbar (Lowe und Kreis, 1995; Lowe und 
Kreis, 1996; Pavel et al., 1998). Unter physiologischen Bedingungen liegen beide 
gemeinsam als löslicher, multimerer Coatomer-Komplex im Cytosol vor, der im 
Gegensatz zu Adaptoren und Clathrin, en bloc an die Membranen rekrutiert wird (Hara-
Kuge et al., 1994). Ähnlichkeiten und Homologien sind außer im generellen Aufbau der 
Proteinhülle auch innerhalb der einzelnen Untereinheiten erkennbar (Hoffman et al., 
2003; Watson et al., 2004). So sind die großen Untereinheiten der Adaptor-Komplexe, 
wie z.B. die α-Untereinheit von AP2 in zwei Domänen unterteilt und bestehen aus einer 
N-terminalen Trunk-Domäne, die über eine flexible Hinge-Region mit einer kleineren, 
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C-terminalen Appendage-Domäne verbunden ist. Letztere besitzt eine Plattform-
Subdomäne und eine β-Sandwich Subdomäne, die beide jeweils eine Bindestelle für 
mögliche Liganden aufweisen. Die γ-COP Untereinheit des Coatomer Komplexes weist 
hierzu große strukturelle Homologien auf und eine Unterteilung der γ-Appendage in 
Plattform- und β-Sandwich-Subdomäne mit ähnlichen Bindestellen wird auch hier 
vermutet. Außerdem wird durch Sequenz-Homologien angenommen, daß auch die β-
COP Untereinheit über eine Appendage Domäne verfügt.  
Die Komponenten der COPII Proteinhülle zeigen keinerlei Sequenz-Ähnlichkeiten mit 
Clathrin oder COPI (Salama et al., 1997). Der strukturelle Aufbau in eine innere und 
äußere Schicht, bestehend aus Sec23/Sec24 und Sec13/Sec31, ist aber auch in diesem 
System wiederzufinden. Die Rekrutierung der beiden Subkomplexe erfolgt wie im 
Clathrin System sequentiell aus dem Cytosol (Matsouka et al., 1998). Das COPII 
System unterscheidet sich jedoch bezüglich der GTP-Hydrolyse: Bei der COPI 
Biogenese liegt das die GTP-Hydrolyse aktivierende Enzym (ArfGAP) als lösliches 
Protein im Cytosol vor, während Sec23, das GAP für Sar1, eine Komponente der COPII 
Proteinhülle ist (Yoshihisa et al., 1993). Dabei wird die intrinsische GTPase-Aktivität 
durch die Bildung des Sar1-Sec23 Komplexes gesteigert (Bi et al., 2002) und 
anschließend nochmals erhöht, wenn Sec13/Sec31 an den bereits bestehenden Komplex 
bindet (Antonny et al., 2002). Die GAP-Aktivität wird damit schrittweise erhöht und 
der Assemblierungs-Stufe der Proteinhülle angepasst. Einen ähnlichen Effekt konnte 
auch bei der COPI Vesikel-Bildung beobachtet werden, auch hier steigert Coatomer die 
GTPase-Aktivität von ArfGAP1 (Szafer et al., 2001). Im Falle der Clathrin Vesikel 
konnte bisher nur eine Erhöhung der ArfGAP1-Aktivität durch AP1 festgestellt werden 
(Meyer et al., 2005). 
Clathrin Proteine lagern sich auch in Abwesenheit von Membranen zu einer 
Proteinhülle zusammen und zeigen dabei eine Krümmung, die der von Clathrin 
Vesikeln ähnelt (Crowther et al., 1981). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass 
die Krümmung der Membran, die für die Ausbildung aller Vesikel notwendig ist, von 
akzessorischen Proteinen wie Epsin, Amphiphysin und Endophilin unterstützt wird 
(Ford et al., 2002.; Peter et al., 2004; Farsad et al., 2001). Amphiphysin und Endophilin 
verfügen im N-terminalen Bereich über sogenannte BAR-Domänen, die eine Bananen-
ähnliche, konkave Struktur ausbilden und auf diese Weise die Membrankrümmung 
erzwingen. Epsin führt die Krümmung wahrscheinlich durch die Insertion einer 
amphiphatischen Helix in die Lipid-Schicht ein, nachdem es an Clathrin und PIPs 
gebunden hat. Ein ähnlicher Vorgang wurde bei der kleinen GTPase Sar1 während der 
COPI Formierung festgestellt (Lee et al., 2005a). Unterstützt wird die Einführung der 
Membrankrümmung vermutlich durch den Sec23/Sec24 Komplex, der wie die BAR 
Domänen eine konkav gebogene Struktur aufweist (Bi et al., 2002). Im Falle des COPI 
Systems bleibt die Einführung der Membrankrümmung weitgehend ungeklärt. 
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Homodimere Peptide, die der cytoplasmatischen Domänen von Proteinen der p24 
Familie entsprechen, führen zur Polymerisierung von Coatomer (Reinhard et al., 1999). 
Somit scheint der Coatomer-Komplex selbst bei diesem Prozess eine wichtige Rolle zu 
übernehmen. 
 
1.6 Arf (ADP-ribosylation factor) 
 
Arf wurde ursprünglich als Kofaktor von Cholera-Toxin bei der ADP-Ribosylierung 
von heterotrimeren G-Proteinen identifiziert (Kahn et al., 1986). Erst spätere 
Untersuchungen an Säugerzellen zeigten, dass Arf auch am Golgi-Apparat lokalisiert ist 
(Stearns et al., 1990; Donaldson et al., 1992) und wichtige Funktionen beim vesikulären 
Transport von Proteinen (Serafini et al., 1991) sowie bei der Organisation des Golgi-
Apparates übernimmt. Als kleine, monomere GTPase gehört Arf zur Superfamilie der 
Ras-Proteine. Die Arf Proteine werden auf Grund ihrer Aminosäuresequenzen im 
eukaryontischen System in drei Klassen unterteilt (Tsuchiya et al., 1991): Arf1, Arf2 
und Arf3 bilden die Klasse I, Arf4 und Arf5 die Klasse II und Arf6 die Klasse III. 
Saccharomyces cerevisiae verfügt lediglich über zwei Arf Proteine der Klasse I (yArf1 
und yArf2) und über ein Arf Protein der Klasse III (yArf3). Alle multizellulären 
Organismen besitzen mindestens ein Arf Protein aus jeder der drei Klassen (Logsdon et 
al., 2003). Arf1 und Arf6 sind die beiden am besten untersuchten Arf Proteine. 
Während Arf1 am Golgi lokalisiert und dort am Transport von Proteinen zwischen ER 
und Golgi beteiligt ist (zusammengefasst in Lippinctt-Schwartz et al., 1998; Chavrier 
und Goud, 1999), befindet sich Arf6 an der Plasmamembran und übernimmt 
regulatorische Funktionen bei der Endozytose und beim Transport zwischen 
Endosomen und der Plasmamembran (Peters et al., 1995; zusammengefasst in Chavrier 
und Goud, 1999; Altschuler et al., 1999). Arf3, das sich in der Primärstruktur von Arf1 
um lediglich sieben Aminosäure-Reste unterscheidet, ist ebenfalls am Golgi lokalisiert. 
Funktionen und Lokalisation von Arf4 und Arf5 sind weitgehend unbekannt, wobei 
letzteres auch am Golgi vermutet wird (Claude et al., 1999; Kawamato et al., 2002). 
Regulatorische Funktionen übt Arf, wie auch alle anderen kleinen GTPasen, durch die 
wechselnde Bindung von GDP oder GTP aus. Dabei kann Arf zwei unterschiedliche 
Konformationen einnehmen: eine inaktive, GDP-gebunde Form, in der Arf überwiegend 
als lösliches Protein im Cytosol vorliegt und eine aktive, GTP-gebundene Form, die 
stabil an Membranen binden kann. Während der Konformationsänderung durch den 
Nukleotidaustausch von GDP zu GTP kommt es zur Verschiebung zweier Regionen 
innerhalb der Arf Struktur, der SWI Region (switch I; Aminosäuren 40-51 bei Arf1) und 
der SWII Region (switch II; Aminosäuren 68-81 bei Arf1) (Amor et al., 1994; Goldberg 
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et al., 1998; zusammengefasst in Pasqualato et al., 2002). Weiterhin davon betroffen ist 
eine Amino-terminale, amphiphatische Helix (Aminosäuren 2-17 bei Arf1), die an 
ihrem N-Terminus eine Myristoyl-Gruppe aufweist (Antonny et al., 1997). Im inaktiven 
GDP-Zustand befindet sich diese in einer hydrophoben Tasche. Durch die Verschiebung 
der SWI und SWII Region wird die amphiphatische Helix aus der Tasche 
herausgedrängt und kann dann zusammen mit der Myristoyl-Gruppe in eine Lipid-
Schicht inserieren. Katalysiert wird der Austausch von GDP zu GTP durch einen 
Nukleotidaustauschfaktor (GEF). Alle GEFs verfügen über eine etwa 200 Aminosäure 
lange, katalytische Domäne, die sogenannte  Sec 7 Domäne. Letztere interagiert direkt 
mit der SWI und SWII Region von Arf-GDP (Donaldson und Jackson, 2000). Das GEF 
für den Nukleotidaustausch bei Arf1 ist wahrscheinlich das am Golgi lokalisierte GBF1 
(Zhao et al., 2002). Neben den GEFs interagiert Arf-GDP mit Mitgliedern der p24 
Proteinfamilie, ein Prozess der als initialer Schritt für die Bildung von COPI Vesikeln 
angenommen wird (Gommel et al., 2001; Majoul et al., 2001). Erst kürzlich wurde 
Membrin, ein v-SNARE Protein, als weiterer möglicher Arf-Rezeptor identifiziert, der 
die Rekrutierung von Arf an die Membranen unterstützen könnte (Honda et al., 2005). 
In der aktiven, GTP-gebundenen Form übernimmt Arf eine wichtige Rolle im 
Proteintransport, indem es die Komponenten der Hüllproteine der Transportvesikel an 
die Membranen rekrutiert. Direkte Interaktionen konnte so durch Crosslink-Versuche 
zwischen der SWI Region von Arf-GTP und der β- und γ-COP Untereinheit von 
Coatomer festgestellt werden (Zhao et al., 1997; Zhao et al., 1999). Zudem konnten 
Interaktionen von SWI mit AP1, AP2 und AP4 sowie SWI und SWII mit den GGAs 
(Golgi-associated, γ-ear containing, Arf1-binding) des Clathrin-Systems nachgewiesen 
werden (Austin et al., 2002; Boehm et al., 2001; Puertollano et al., 2001). 
 
 
1.7 Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie 
 
Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie sind integrale Typ I Transmembranproteine, die 
in Säuger- und Hefezellen zu finden sind. Erstmalig entdeckt wurde diese konservierte 
Proteinfamilie durch deren Nachweis in COPI und COPII Vesikeln (Stamnes et al., 
1995; Schimmoller et al., 1995; Sohn et al., 1996). Die Familie der p24 Proteine besteht 
in Hefe aus 8 Migliedern, in C. elegans aus 5 und bei Säugern aus mindestens 6 
Mitgliedern. Auf Grund von Homologien in der Primärstruktur kann die Proteinfamilie 
in vier weitere Subfamilien unterteilt werden (Dominguez et al., 1998; Emery et al., 
1999). Säugerzellen besitzen drei Mitglieder der p26 Subfamilie (p26, p27 und tp24), 
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mindestens ein Mitglied der p25 Familie sowie jeweils ein Mitglied der Subfamilien 
p23 und p24 (Tabelle 1). 
 
Bezeichnung der Subfamilie Säugerzellen Hefezellen 
p23 (δ) p23 Erv25p 
p24 (β) p24 Emp24p 
p25 (α) p25 Erp1p, Erp5p,Erp6p 
p26 (γ) p26, p27, tp24 Erp2p, Erp3p, Erp4p 
 
Tabelle 1: Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie und deren Vorkommen in Säuger- und Hefezellen. Eine 
alternative Nomenklatur der Subfamilien ist in Klammern angegeben. 
 
Alle Mitglieder der p24 Proteinfamilie sind aus einer große luminalen Domäne 
aufgebaut, die durch einen Transmembran-Abschnitt mit einer kurzen, cytosolischen 
Domäne (10-15 Aminosäuren) verbunden ist. Neben einer konservierten coiled-coil 
Struktur in der luminalen Domäne besitzen alle p24 Proteine im cytoplasmatischen Teil 
eine abgeänderte Variante des ER-Rückführungssignals KKXX. Die Ausnahme bildet 
p25, das die ursprüngliche KKXX Sequenz aufweist. 
Die Proteine der p24 Familie scheinen im vesikulären Proteintransport wichtige 
Funktionen zu übernehmen. Dafür spricht zum einen das hohe Vorkommen von p24 
Proteinen in COPI und COPII Vesikeln. Dabei konnte gezeigt werden, dass p24 
Proteine über ihre cytoplasmatische Domäne direkt mit Coatomer der COPI Vesikel 
interagieren und eine Konformationsänderung in Coatomer herbeiführen (Fiedler et al., 
1996; Bethune et al., 2006; Reinhard et al., 1999). Zum anderen sind die Mitglieder der 
p24 Familie eine wichtige Komponente der minimalen Maschinerie, die notwendig ist, 
um in vitro an synthetischen Liposomen COPI Vesikel zu generieren (Bremser et al., 
1999). Außer der Coatomer Rekrutierung durch p24 ist auch von einer Funktion der p24 
Proteine als Membranrezeptor für Arf1 auszugehen (Gommel et al., 2001; Majoul et al., 
2001). Nähere Untersuchungen haben weiterhin gezeigt, dass alle p24 Proteine im 
frühen sekretorischen Weg zyklisieren (Nickel et al., 1997; Gommel et al., 1999; Jenne 
et al., 2002; und andere). Zudem konnten neben monomeren p24 Proteinen auch hetero- 
und homodimere p24 Proteine nachgewiesen werden (Fullekrug et al., 1999; Gommel et 
al., 1999; Jenne et al., 2002), wahrscheinlich zurückzuführen auf Interaktionen der 
coiled-coil Domänen im luminalen Proteinabschnitt. Zusammen mit der Kenntnis, dass 
die Überexpression von nur einem p24 Mitglied zur Akkumulierung aller p24 Proteine 
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führt, lässt vermuten, dass der Transport der einzelnen Mitglieder aneinander gekoppelt 
ist (Dominguez et al., 1998; Fullekrug et al., 1999; Emery et al., 2000). 
 
1.8 Grundlagen der SPR (surface plasmon resonance) 
 
Die Oberflächenplasmonenresonanz (SPR) wurde erstmals 1983 zur markierungsfreien 
Untersuchung von Interaktionen zwischen Biomolekülen angewandt (Lieberg et al., 
1983). Kurze Zeit später wurden optische Biosensoren von der Firma BIAcore 
entwickelt, die aus drei Kernelementen aufgebaut sind. Dazu gehört ein optisches 
Detektorsystem, das die Änderungen des SPR-Signals registriert, ein austauschbarer 
Sensorchip, und ein Mikrofluss-System, das den konstanten Fluss des Puffers bzw. der 
Probe über den Sensorchip garantiert. Zur Messung einer möglichen Interaktion 
zwischen zwei Biomolekülen wird einer der beiden Bindungspartner (Ligand) auf der 
Oberfläche des Sensorchips immobilisiert. Letzterer ist mit einer 50 nm dicken 
Goldschicht versehen, die wiederum mit einer Alkanthiol-Schicht bedeckt ist. 
Anschließend folgt eine carboxymethylierte Dextranschicht. Alternativ sind auch 
Sensorchips erhältlich, die mit NTA oder mit lipophilen Ankern derivatisiert sind, 
sodass Liganden reversibel an die Chipoberfläche gebunden werden können. Der zweite 
Bindungspartner (Analyt) wird in Flusspuffer gelöst und mit konstanter 
Fließgeschwindigkeit durch das Mikrofluss-System über die Chipoberfläche geleitet. 
Gleichzeitig wird polarisiertes und monochromatisches Licht in einem bestimmten 
Winkel auf der Rückseite des Sensorchips  eingestrahlt, sodass es an der Goldschicht 
zur Totalreflexion kommt. Elektronen in der Goldschicht werden angeregt und ein 
sogenanntes Elektronenplasmon ausgebildet, wobei Energie verloren geht. Im 
reflektierten Licht, das durch einen DAD-Detektor (diode-array) erfasst wird, tritt eine 
Energielücke auf, die einen bestimmten Winkel aufweist. Bindet ein Analyt an die 
Chipoberfläche, so ändern sich der Refraktionsindex an der Chipoberfläche und damit 
auch der Winkel des reflektierten Lichts. Die Veränderung des Winkels wird in Echtzeit 
erfasst und als Resonanz-Einheiten (response units, RU) gegen die Zeit in Form von 
Sensogrammen dargestellt. 
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines SPR-Detektorsystems. Die Änderung des Reflektionswinkels 
nach der Bindung eines Analyten  an die Chipoberfläche wird gemessen und die Informationen in 
sogenannte Sensogramme umgewandelt. 
 
1.9 Ziel der Arbeit 
 
Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie übernehmen zu Beginn der COPI Vesikel-
Biogenese wichtige Funktionen. So konnte durch Crosslinkversuche eine direkte 
Interaktion zwischen Arf1-GDP und einem photolabilen Peptid gezeigt werden, das der 
cytoplasmatischen Domäne von p23 entspricht (Gommel et al., 2001). Über ihre 
cytoplasmatischen Domänen rekrutieren die p24 Proteine außerdem, zusammen mit 
Arf1-GTP, cytosolisches Coatomer an die Golgi-Membranen (Fiedler et al., 1996; 
Bethune et al., 2006). Die p24 Proteine scheinen somit die COPI Vesikel Bildung durch 
die Rekrutierung notwendiger cytosolischer Komponenten, wie Arf1-GDP und 
Coatomer, einzuleiten. Auffällig ist dabei, dass die Funktionalität der p24 Proteine 
wahrscheinlich von deren oligomeren Zuständen abhängig ist. So interagieren die p24 
Proteine fast ausschließlich nur in dimerer Form mit Coatomer und auch das photolabile 
p23 Peptid interagiert nur in dimerer Form mit Arf1-GDP. Im ersten Teil dieser Arbeit 
wird deshalb die direkte Interaktion aller in Säugerzellen bekannten p24 Proteine in 
unterschiedlichen oligomeren Zuständen mit Arf1-GDP analysiert. Hierzu wird ein 
SPR-Methode etabliert, die es ermöglicht, Interaktionen zwischen Arf1-GDP und den 
cytoplasmatischen Domänen der p24 Proteine nicht nur qualitativ nachzuweisen, 
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sondern auch die Bindungsvorgänge zu beschreiben und die Bindungskinetiken zu 
ermitteln. 
Im zweiten Teil der Arbeit wird die weitere Beteiligung von Arf1-GTP an der COPI 
Vesikel Bildung an Membranen untersucht. Mit Hilfe eines erst kürzlich entwickelten in 
vivo Systems werden photolabile Arf1 Varianten in E. coli generiert. Letztere werden 
nach Überprüfung ihrer Funktionalität in Bindungsstudien, Coatomer Rekrutierungs- 
und Photocrosslink-Experimenten eingesetzt. Auf diese Weise können neue 
Interaktionspartner von Arf1 während der COPI Biogenese identifiziert werden. 
Anschließend werden die neuen Interaktionen, sowie die Bindungen an bereits bekannte 
Interaktionspartner näher charakterisiert. Zusammenfassend werden damit in dieser 
Arbeit die initialen Schritte der COPI Vesikel-Bildung analysiert. Dies umfasst die 
Rekrutierung der kleinen GTPase Arf1-GDP an die Golgi-Membran bis zu den 
Interaktionen des Coatomer-Komplexes mit Arf1-GTP.  
2 Ergebnisse 30 
2 Ergebnisse 
2.1 Arf1-GDP Membranrekrutierung durch direkte Inter-
aktionen mit Mitgliedern der p24 Proteinfamilie 
 
Arf1 gehört zusammen mit Coatomer und p23 zur minimalen Maschinerie, die 
notwendig ist, um COPI Vesikel von synthetischen Liposomen zu generieren (Bremser 
et al., 1999). Im ersten Schritt der Vesikel-Biogenese muss die Rekrutierung von Arf1-
GDP an die Membranen erfolgen, da Arf1 in diesem Nukleotidzustand überwiegend als 
lösliches Protein im Cytosol vorliegt. Durch frühere Studien wurde vermutet, dass die 
Rekrutierung von Arf1 über eine Interaktion mit einem Transmembranprotein 
stattfinden muss, da die Arf1 Bindung an Golgi-Membranen sättigbar ist (Helms et al., 
1993). Photocrosslinking Experimente mit Hilfe eines photolabilen Peptids, das der 
cytoplasmatischen Domäne von p23 entspricht, zeigten eine direkte Interaktion von p23 
mit dem C-terminalen Teil von Arf1-GDP (Gommel et al., 2001). Die Wechselwirkung 
von Arf1 mit dem Peptid ist nukleotidabhängig und kann durch den Austausch von 
Arf1-GDP zu Arf1-GTP aufgehoben werden. Außerdem ist es möglich, die UV-
abhängige Vernetzung durch die Zugabe von dimeren, nicht-photolabilen p23 Peptiden, 
die ebenfalls der cytoplasmatischen Domäne von p23 entprechen, zu verhindern. Die 
Peptide in monomerer Form zeigen hingegen keinen Kompetition. Dies führt zu der 
Vermutung, dass p23 nur in einer oligomeren Form mit Arf1-GDP interagiert. 
Unterstützt wird diese Annahme dadurch, dass die cytoplasmatischen Domänen von p24 
Proteinen in Lösung spontan oligomere Zustände ausbilden können (Fligge et al., 
2000). Weiterhin konnte durch Bindungsstudien von Arf1 an isolierten Golgi-
Membranen nachgewiesen werden, dass nur dimere Formen von p23 und p24 die 
Anbindung von Arf1 an die Membranen inhibieren. Bindungsstudien mit monomeren 
Formen von p23 und p24, sowie mit monomeren und dimeren Formen von p25, p26 
und p27 zeigten keinen Inhibierungs-Effekt (Gommel et al., 2001). Die Identifizierung 
von p23 als Arf1-GDP Membranrezeptor wurde zudem durch in vivo Studien mit 
FRET-Analysen bekräftigt (Majoul et al., 2001). 
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2.1.1 Herstellung einer Arf1-GDP Proteinoberfläche an einem CM5 
BIAcore Sensorchip mittels Amin-Kopplung   
 
Die direkten Interaktionen zwischen der kleinen GTPase Arf1 und p23 sowie weiteren 
in Säugerzellen vorkommenden Mitgliedern der p24 Proteinfamilie, wurden unter 
Verwendung der Oberflächenresonanzspektroskopie (SPR, BIAcore) näher untersucht. 
Mit Hilfe dieser Methode werden Protein-Protein Wechselwirkungen in Echtzeit an 
einer Chipoberfläche gemessen. Eines der Proteine wird dabei als Ligand an der 
Chipoberfläche durch kovalente Bindung immobilisiert und ein weiteres Protein, gelöst 
in Flusspuffer, als Analyt über die präparierte Chipoberfläche geleitet. Anschließend 
wird die Änderung der Masse auf der Chipoberfläche gemessen, sobald eine Anbindung 
des Analyten an den Liganden erfolgte. Die empfohlene Vorgehensweise ist dabei, den 
möglichen Bindungspartner als Ligand zu immobilisieren, der die geringere molekulare 
Masse aufweist. Dadurch ist die Massenänderung  an der Chipoberfläche größer und 
eine Bindung eindeutiger zu erkennen bzw. Bindungskinetiken leichter zu berechnen. In 
der vorliegenden Arbeit wurden Interaktionen zwischen Arf1-GDP und synthetisch 
hergestellten Peptiden untersucht, die den cytoplasmatischen Domänen der p24 
Mitglieder entsprechen. Dabei wurden die Peptide in monomerer oder in dimerer Form 
eingesetzt, um die Interaktion mit Arf1-GDP in Abhängigkeit der Oligomerzustände der 
Peptide zu analysieren. Aus diesem Grund war es nicht möglich, die leichteren Peptide 
kovalent zu immobilisieren, da auf diese Weise zwischen einer Interaktion von Arf1-
GDP mit monomeren oder oligomeren Peptiden nicht differenziert werden könnte. 
Der BIAcore Sensorchip CM5 besitzt eine Goldoberfläche, die mit einer 
carboxymethylierten Dextran-Matrix überschichtet ist. Im ersten Schritt der Sensorchip 
Präparation wird diese Oberfläche mittels eines N-hydroxysuccinimid/1-ethyl-3-(3-
dimethyl-aminopropyl)carbodiimid (NHS/EDC) Gemisches chemisch aktiviert. Die 
Carboxylgruppen  der Dextranoberfläche werden in reaktive Succinimidester 
umgewandelt, die spontan mit Aminogruppen oder anderen nucleophilen Gruppen 
reagieren (Abbildung 4).  
2 Ergebnisse 32 
 
Abbildung 4: Aktivierung der carboxymethylierten Dextranoberfläche eines CM5 Chips mittels 
EDC/NHS und anschließende Immobilisierung von N∆17Arf1-T31N über Amin-Kopplung.   
 
Nach dem Aktivierungsschritt wird der Ligand, in diesem Fall die überwiegend in der 
GDP-Form vorliegende, verkürzte Arf1 Variante N∆17Arf1-T31N, in Kopplungspuffer 
gelöst und über die Chipoberfläche geleitet.  Mit einem pH Wert von 4,8 liegt der 
Kopplungspuffer in einem pH-Bereich zwischen dem pKa-Wert der Dextran-Matrix 
und dem pI-Wert von N∆17Arf1. Damit wird die Ankonzentrierung von N∆17Arf1-
T31N durch elektrostatische Wechselwirkungen mit der aktivierten, negativ geladenen 
Dextran-Matrix an die Oberfläche erreicht und die kovalente Immobilisierung 
ermöglicht. Es wurden 1000 RU N∆17Arf1-T31N an die Chipoberfläche der Flußzellen 
FC2 und FC4 gekoppelt. Dies entspricht einer Oberflächenkonzentration von 1 ng/mm2 
und einer Volumenkonzentration von 10 mg/ml, bei einer Dextranschicht von 100 nm 
Dicke. Die maximal zu erreichende Bindungskapazität an dimeren p24 Peptiden liegt 
somit bei etwa 170 RU bei einem zu 100 % aktiven, kovalent immobilisierten Liganden. 
Durch einen abschließenden Ethanolamin-Puls werden alle restlichen aktiven 
Succinimidester deaktiviert und nicht kovalent gebundenes Protein von der 
Chipoberfläche entfernt. Die Menge an immobilisiertem Liganden ergibt sich somit aus 
der Basislinie nach dem Ethanolamin-Puls und der Basislinie direkt nach der 
Oberflächenaktivierung, vor der Injektion des Liganden. Die Flußzelle FC3 diente als 
Negativkontrolle und wurde deshalb chemisch aktiviert und anschließend ohne 
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Proteinzugabe wiederum deaktiviert. Als weitere Negativkontrolle dienten 1000 RU des 
Proteins GFP in Flußzelle FC1, das über eine vergleichbare molare Masse wie 
N∆17Arf1-T31N verfügt. Somit befanden sich identische Mengen an Molekülen auf der 
Chipoberfläche aller Flußzellen (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Immobilisierung von n∆17-Arf1-T31N auf einer CM5 Chipoberfläche. Nach der 
Aktivierung der Chipoberfläche durch NHS/EDC (nicht gezeigt) und dem Erreichen einer stabilen 
Basislinie wird der Ligand manuell in Pulsen auf die Chipoberfläche geleitet, bis die gewünschte Menge 
(1000 RU) auf der Oberfläche immobilisiert ist. Durch die Deaktivierung mit Ethanolamin stellt sich 
anschließend eine stabile Basislinie ein (Peak der Deaktivierung aus der Grafik entfernt). Identische 
Mengen an GFP wurden auf einer benachbarten Flußzelle immobilisiert. 
 
2.1.2 Test der Arf1-GDP Oberfläche und Ermittlung der idealen Mess-
bedingungen 
 
Nach der Präparation wurde die Aktivität der CM5 Chipoberfläche mit Hilfe eines 
gegen den C-terminalen Teil von Arf1 spezifischen Antikörpers (Arf1-CT) überprüft. 
Hierzu wurde zuerst ein 1:500 Verdünnung des Präimmunserums des Antikörpers über 
die leere Flußzelle FC3 und die Arf1-GDP Flußzelle FC4 gegeben. Nach 2,5 min 
Regeneration mit Flußpuffer erfolgte die Injektion des 1:500 verdünnten Arf1-CT 
Antikörperserums (Abbildung 6). Dabei ist eine Anbindung des spezifischen Antikörper 
Arf-CT an die FC4 Chipoberfläche eindeutig nachweisbar, während das 
Präimmunserum keine Wechselwirkungen mit der Arf1-GDP Oberfläche erkennen 
lässt. Der Kurvenverlauf entspricht dabei einer typischen Antigen-Antikörper 
Interaktion mit hoher Bindungsaffinität: Einer steilen Assoziations-Phase folgt nach 
dem Abstoppen der Injektion eine sehr flache Dissoziations-Phase. Da eine Interaktion 
Liganden Injektion 
Deaktivierung mit 
Ethanolamin 
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zwischen dem C-terminalen Teil von Arf1-GDP und den Peptiden der p24 Proteine 
vermutet wird, kann damit nicht nur die Aktivität, sondern auch die korrekte 
Orientierung von Arf1-GDP auf der Chipoberfläche gezeigt werden.  
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Abbildung 6: Test der Oberflächen-Aktivität der n∆17-Arf1-T31N Chipoberfläche. Nach dem Erreichen 
einer stabilen Basislinie wurde Präimmunserum in einer 1:500 Verdünnung in HKM-Puffer für 5 min bei 
einer Flußrate von 20 µl/min über die mit n∆17-Arf1-T31N gekoppelte Chipoberfläche geleitet. 
Anschließend erfolgt ein Puls einer 1:500 Verdünnung des Arf1 spezifischen Antikörpers anti-Arf1-CT 
für 7 min bei gleichbleibender Flußrate. Die Signale der Flusszelle FC3 dienten als Kontrolle und wurden 
von FC4 subtrahiert. Die Pfeile markieren den Injektions-Start und -Stop der jeweiligen Probe. Vor und 
nach der Injektion wurden die Flusszellen mit Puffer ohne Antikörper oder Präimmunserum durchströmt. 
 
Um mögliche spezifische Bindungen der p24 Peptide an Arf1-GDP zu erhöhen und 
gleichzeitig unspezifische Bindungen an die Dextranoberfläche des CM5 Chips zu 
minimieren, wurde der zu Beginn der Messungen verwendete Flusspuffer HKM 
hinsichtlich pH-Wert und Salzkonzentration variiert. Es wurden dimere Formen von 
p23 Peptiden in dem jeweiligen Flusspuffer gelöst und anschließend über die leere 
Flußzelle FC3 sowie die Arf1-GDP Flußzelle FC4 geleitet. Bei einer Anhebung des pH-
Wertes des HKM Puffers von pH 7,4 auf pH 8,5 konnte bei gleichbleibender 
Salzkonzentration die spezifische Bindung erhöht werden. Eine Verringerung des pH-
Wertes, sowie die Erhöhung der Salzkonzentration resultierten in mehr unspezifischer 
Bindung des dimeren p23 Peptids an die Leerzelle bzw. in eine geringere direkte 
Bindung an Arf1-GDP. Der Puffer HKM-P2 führte z.B. im Vergleich zu den anderen 
getesteten Pufferbedingungen zu einer stark abweichenden Bindungskurve und zeigt ein 
wenig spezifisches Bindungsprofil (Abbildung 7). 
Bei dieser Untersuchung wurden nicht die Bindungskinetiken berechnet, sondern die 
maximalen Bindungsmengen (RUmax) von dimerem p23 Peptid an die Chipoberfläche 
zum Vergleich herangezogen. Alle weiteren Messungen wurden in Flusspuffer HKM-
P3 durchgeführt. 
anti-Arf1-CT 
Präimmunserum 
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Abbildung 7: Messung der Arf1-GDP und p23dimer Interaktion unter verschiedenen Pufferbedingungen. 
p23dimer (30 µM) wurde in dem jeweiligen Flusspuffer gelöst und bei einer konstanten 
Flußgeschwindigkeit von 20 µl/min über eine Flußzelle mit 1000 RU T31N-Arf1-GDP geleitet. Eine 
leere Flußzelle diente als Negativkontrolle. Deren Signale wurden als Hintergrundbindung vom 
Sensogramm der Arf1-Flußzelle subtrahiert.  
 
Durch die Erhöhung der Flußrate können Nebenfaktoren, die sich negativ auf kinetische 
Messungen auswirken, wie z.B. Massentransfer-Effekt, Proben-Dispersion oder Proben-
Depletion, vermindert werden. In diesem Fall konnte jedoch keine Verbesserung der 
Qualität der Bindungskurven festgestellt werden, wenn die Flussrate schrittweise von  
20 µl/min auf 50 µl/min erhöht wurde. Alle weiteren Messungen wurden daher mit 
einer Flussrate von 20 µl/min durchgeführt. 
 
2.1.3 Bindungskinetiken zwischen Arf1-GDP und dem cytoplasmatischen 
Anteil der p24 Proteine in monomerer und homodimerer Form 
 
Im nachfolgenden Teil der Arbeit wurden die direkten Interaktionen zwischen Arf1-
GDP und den Mitgliedern der p24 Proteinfamilie näher analysiert. Die Anwendung der 
SPR Technologie ermöglicht es dabei, alle in Säugerzellen vorkommende p24 
Mitglieder auf eine direkte Wechselwirkung mit Arf1-GDP zu testen, sowohl in 
monomerer als auch in dimerer Form. Desweiteren ist es möglich, das 
Bindungsverhalten der einzelnen p24 Proteine in Echtzeit zu emitteln und daraus die 
Bindungsaffinitäten zu Arf1-GDP zu berechnen. Die Untersuchungen sind somit nicht 
wie bisher auf indirekte Kompetitionsexperimente beschränkt. 
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Synthetisch hergestellte Peptide der cytoplasmatischen Domänen der p24 Proteine 
wurden hierfür in monomerer (p23m-27m) oder homodimerer (p23d-p27d) Form in 
einer Konzentration von 1, 2, 4, 8 und 16 µM gelöst und über alle vier Flußzellen 
geleitet. Als Chipoberfläche wurde ein, wie in Kapitel 2.1.1 beschriebener, präparierter 
BIAcore CM5 Chip verwendet. In Flußzelle FC2 und Flußzelle FC4 waren jeweils  
1000 RU N∆17-Arf1-T31N durch Aminokopplung kovalent immobilisiert. Die Fluß-
zellen FC1 und FC3, in der 1000 RU GFP Protein immobilisiert, bzw. die lediglich 
chemisch aktiviert bzw. deaktiviert waren, dienten als Negativkontrolle. Die Proben 
unterschiedlicher Konzentrationen wurden nach dem Erreichen einer stabilen Basislinie 
in einer Konzentrations-Messreihe nacheinander für 2 min bei konstanter Flussrate von 
20 µl/min injiziert. Anschließend folgte bei jeder Probe nach dem Abstoppen der 
Injektion eine Dissoziationsphase für 2,5 min und die Regeneration der Chipoberfläche 
durch einen 20 µl Puls mit Regenerationspuffer bei 30 µl/min (Materialien und 
Methoden, Kapitel 4.3.16). 
 
 
 
Abbildung 8: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit dem Transmembranprotein p23. 
Synthetische Peptide des cytoplasmatischen Teils des Transmembranproteins p23 wurden in monomerer 
(A) oder in homodimerer Form (B) in den angegebenen Konzentrationen in HKM-P3 gelöst und bei  
20 µl/min für 2 min über eine präparierte CM5 Chipoberfläche geleitet (FC1: GFP, FC2: N∆17-Arf1-
T31N, FC3: leer, FC4: Nd17-Arf1-T31N). p23m und p23d zeigen die Bindungskinetiken nach Abzug der 
Sensogramme der Leerzelle (FC3), p23m-GFP und p23d-GFP die Bindungskinetiken nach Abzug der 
Sensogramme der GFP Negativkontrolle FC1.    
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Das Lösen der Peptide führt zu einer Veränderung des Refraktionindexes des 
Flusspuffers, hervorgerufen durch die Peptide selbst und durch eine geringe 
Veränderung des pH-Wertes. Dies resultiert in einem scheinbar sehr schnellen 
Bindungsvorgang am Beginn der Injektion und einer nahezu senkrecht abfallenden 
Dissoziation direkt nach dem Abstoppen der Probenzufuhr. Durch die Subtraktion der 
Kurven der leeren Flußzelle (Negativkontrolle FC3) wurde dieser Effekt sowie durch 
Nadelbewegungen des Robotors hervorgerufenen Störungen, vermindert. Auf diese 
Weise werden außerdem unspezifische Wechselwirkungen der p23 Peptide mit der 
carboxymethylierten Dextranoberfläche nicht in die Analyse miteinbezogen.  
Es ergeben sich daraus die Sensogramme p23m, für die Analyse der Interaktion von 
N∆17Arf1-T31 mit monomerem p23 Peptid, und p23d für die Analyse  der Interaktion 
von N∆17Arf1-T31 mit dimerem p23 Peptid (Abbildung 8 linke Spalte). Im Falle des 
dimeren Peptids p23d ist eine eindeutige Interaktion mit N∆17-Arf1-T31N feststellbar. 
Dabei kommt es zu einer sehr schnellen Anbindung direkt am Anfang und im ersten 
Abschnitt der Injektion und zu einer relativ schnellen Dissoziation nach dem Ende der 
Injektion. Die monomere Form p23m hingegen lässt nur bei hohen Konzentrationen 
eine Anbindung erkennen. Die Kurven nehmen an dieser Stelle einen rechteckigen 
Verlauf, und eine eindeutige Assoziations- oder Dissoziationsphase ist nicht feststellbar. 
Dies läßt vermuten, dass es sich bei dieser Form der Anbindung um eine unspezifische 
Wechselwirkung mit N∆17Arf1-T31 handelt. Durch die Subtraktion der Kurven der 
GFP Negativkontrolle (FC1) werden diese unspezifische Wechselwirkungen der p23 
Peptide aus der Messung entfernt. Die daraus resultierenden endgültigen 
Bindungskurven für monomere und dimere p23 Peptide sind in Abbildung 8 als p23m-
GFP und p23d-GFP dargestellt. Der Bindungsverlauf bleibt bei der dimeren Form der 
p23 Peptide unverändert. Der maximale Bindungswert (RUmax) liegt bei 70 RU und ist 
durch den Abzug der Negativkontrolle wie erwartet etwas niedriger als bei p23d. Eine 
Sättigung der Bindung von dimeren p23 Peptid an die Arf1-GDP Oberfläche konnte 
nicht erreicht werden. Im Vergleich dazu ist nach der Entfernung der unspezifischen 
Bindung von p23 durch die Subtraktion der Negativkontrolle FC1 keine Anbindung 
mehr zu erkennen (Abbildung 8, p23m-GFP). Zusammenfassend kann eine Interaktion 
zwischen der dimeren Form der cytoplasmatischen p23 Peptide und Arf1-GDP 
nachgewiesen werden. Die monomere Form hingegen zeigen keine spezifischen 
Wechselwirkungen mit Arf1-GDP. 
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Abbildung 9: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit dem Transmembranprotein p24. 
Synthetische Peptide des cytoplasmatischen Teils des Transmembranproteins p24 wurden in monomerer 
(A) oder homodimerer Form (B) in den angegebenen Konzentrationen in HKM-P3 gelöst und bei  
20 µl/min für 2 min über eine präparierte CM5 Chipoberfläche geleitet (FC1: GFP, FC2: N∆17-Arf1-
T31N, FC3: leer, FC4: Nd17-Arf1-T31N). p24m und p24d zeigen die Bindungskinetiken nach Abzug der 
Sensogramme der Leerzelle (FC3). p24m-GFP und p24d-GFP zeigen die Bindungskinetiken nach Abzug 
des Sensogramms der GFP Negativkontrolle FC1.   
 
Die Untersuchung der Interaktion zwischen Arf1-GDP und Peptiden der 
cytoplasmatischen Domäne von p24 Protein erfolgte unter den gleichen 
Messbedingungen wie im Falle der p23 Peptide (Materialien und Methoden, Kapitel 
4.3.16). In der homodimeren Form konnte eine Anbindung der p24 Peptide an die mit 
N∆17-Arf1-T31N immobilisierte Chipoberfläche nachgewiesen werden, monomere p24 
Peptide zeigten hingegen keinerlei Interaktionen mit Arf1-GDP (Abbildung 9, p24m 
und p24d). Nach Abzug der Sensogramme der GFP-Flußzelle (Negativkontrolle FC1) 
werden weitere unspezifische Interaktionen der Peptide entfernt. Der Unterschied 
zwischen bindendem dimerem und nicht-bindendem monomerem Peptid wird somit 
verdeutlicht (Abbildung 9, p24m-GFP und p24d-GFP). Die Bindungskinetiken von 
dimerem p23 und dimerem p24 Peptid an Arf1-GDP weichen dabei nur in geringem 
Maße voneinander ab, d.h. die bereits bei dimerem p23 Peptid gemessenen schnellen 
Assoziations- und Dissoziationsphasen sind auch bei dimerem p24 Peptid feststellbar. 
Im Vergleich zu dimeren p23 Peptid (RUmax = 70), wird bei gleicher Peptikonzentration 
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(16 µM) mehr dimeres p24 Peptid an die Arf1-GDP Oberfläche gebunden (RUmax = 
105). Damit ist davon auszugehen, dass dimeres p24 Peptid eine höhere Affinität zu 
Arf1-GDP aufweist als dimeres p23 Peptid. Unterstützt wird diese Annahme dadurch, 
dass die Dissoziation von dimeren p24 von Arf1-GDP einerseits relativ schnell verläuft, 
aber andererseits doch wesentlich langsamer stattfindet als im Falle von dimerem p23. 
Die Assoziationsphasen von p23d und p24d lassen hingegen in ihrem Verlauf keine 
Unterschiede erkennen. Eine Sättigung der Bindungskapazitäten konnte auch bei 
dimeren p24 Peptiden nicht erreicht werde.  
 
 
Abbildung 10: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit den Transmembranproteinen 
p25, p26 und p27. Synthetische Peptide des cytoplasmatischen Teils der Transmembranproteins p25 (A), 
p27 (B) und p26 (C) wurden in monomerer oder in homodimerer Form in den angegebenen 
Konzentrationen in HKM-P3 gelöst und bei 20 µl/min für 2 min über eine präparierte CM5 
Chipoberfläche geleitet (FC1: GFP, FC2: N∆17-Arf1-T31N, FC3: leer, FC4: N∆17-Arf1-T31N). 
Dargestellt sind die Bindungskurven nach Abzug der Sensogramme der GFP Negativkontrolle (FC1). 
Wbp1d wurde als Negativkontrolle für ein nicht-bindendes, dimeres Peptid verwendet.    
2 Ergebnisse 40 
Anschließend wurde unter gleichen Messbedingungen auf mögliche Interaktionen 
zwischen Arf1-GDP und den cytoplasmatischen Domänen weiterer p24 
Proteinmitglieder getestet. Im Falle der Proteine p25, p26 und p27 konnte weder in 
monomerer noch in dimerer Form eine Bindung der entsprechenden Peptide an Arf1-
GDP detektiert werden (Abbildung 10). Eine sehr geringe Anbindung mit einem RUmax 
von etwa 5-10 RU ist lediglich bei dimeren p25 und p27 Peptiden bei den höchsten 
Peptidkonzentrationen zu erkennen (Abbildung 10, rechte Spalte, p25m und p27m). Ein 
Vergleich zu den Interaktionen von Arf1-GDP mit dimeren p23 bzw. p24 Peptiden lässt 
aber darauf schließen, dass es sich sich hier nur um sehr schwache Bindungen handelt, 
die womöglich auf die hohe Peptikonzentration zurückzuführen sind. Das als 
Negativkontrolle für ein nicht-bindendes, aber Struktur-verwandtes, dimeres Peptid 
eingesetzte Wbp1 zeigte wie erwartet keine Anbindung an die Arf1-GDP 
Chipoberfläche.  
  
2.1.4 Bindungskinetiken zwischen Arf1-GDP und dem cytoplasmatischen 
Anteil heterodimerer p24 Proteine 
 
Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie liegen in vivo nicht nur in monomerer oder 
homodimerer Form vor. Durch subzelluläre Fraktionierungen von Golgi-Membranen, 
ER sowie IC und anschließender Co-Immunpräzipitationen konnte das Vorkommen 
verschiedener heterodimerer Formen nachgewiesen werden (Jenne N. et al., JBC 2002). 
Dabei bilden p23 und p24 untereinander oder in Kombination mit p27 und p25 
Heterodimere aus. Auf Grund dessen und der Tatsache, dass die Überexpression 
einzelner p24 Proteine zur Mißlokalisierung der übrigen p24 Proteine führt (Rojo M et 
al., 2000), scheint die Ausbildung von Heterodimeren bezüglich der Funktionalität der 
p24 Transmembranproteine eine wichtige Rolle zu spielen. In diesem Abschnitt der 
Arbeit sollte daher die Interaktion der in vivo nachgewiesenen Heterodimere mit Arf1-
GDP untersucht werden. Die Messbedingungen und die eingesetzten 
Peptidkonzentrationen sind dabei identisch zu den im Kapitel 2.1.3 beschriebenen 
Analysen. Dies erlaubt den Vergleich der Interaktionen von Arf1-GDP mit 
unterschiedlichen oligomeren Komplexen der p24 Proteine.  
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Abbildung 11: Real-time Bindungsanalyse der Arf1-GDP Interaktion mit den Heterodimeren p23/24, 
p23/p27, p24/p27, p25/p27 und p24/p25. Synthetische Peptide des cytoplasmatischen Teils der 
Transmembranproteine wurden in den angegebenen heterodimeren Formen in HKM-P3 gelöst und bei  
20 µl/min für 2 min über eine präparierte CM5 Chipoberfläche gegeben (FC1: GFP, FC2: N∆17-Arf1-
T31N, FC3: leer, FC4: N∆17-Arf1-T31N). Dargestellt sind die Bindungskurven nach Abzug der 
Sensogramme der GFP Negativkontrolle (FC1). 
 
Direkte Interaktionen konnten zwischen Arf1-GDP und den Heterodimeren p23/p24, 
p23/p27 und p24/p27 nachgewiesen werden (Abbildung 11). Die Bindungskurven von 
p23/p24 und p23/p27 zeigen schnelle Anbindungs- und Dissoziationsphasen und 
nehmen somit einen ähnlichen Verlauf wie die Bindungskurven der homodimeren 
Peptide p23 und p24. Die maximale Bindung bei einer Konzentration von 16 µM Peptid 
liegt für die Heterodimere p23/p24 und p23/p27 bei etwa 80 RUmax. Somit werden unter 
identischen Messbedingungen mit dimerem p23 Peptid vergleichbare Mengen p23/p24 
und p23/p27 Heteropeptid an Arf1-GDP gebunden (Kapitel 2.1.1). Die 
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Bindungsaffinitäten der beiden Heteropetide und von homodimeren p23 Peptid zu Arf1-
GDP müssen daher in der gleichen Größenordungen liegen. Die Interaktion von Arf1-
GDP mit p23/p24 scheint jedoch etwas weniger stabil zu sein, da die Dissoziation von 
der Chipoberfläche sehr viel schneller erfolgt als bei p23/p27. Bei dem anschließend 
untersuchten Heterodimer p24/p27 lässt sich zwar auch eine Interaktion mit Arf1-GDP 
feststellen, aber diese fällt mit einer maximalen Bindung von etwa 45 RUmax bei 16 µM 
Peptid wesentlich geringer aus als bei p23/p24 und p23/p27. Lediglich sehr geringe 
Wechselwirkungen können zwischen Arf1-GDP und den heterodimeren Peptiden 
p25/p27 und p24/p25 festgestellt werden. Dabei nehmen die Bindungskurven von 
p25/p27 einen für unspezifische Wechselwirkungen typischen rechteckigen Verlauf, 
ohne klar erkennbare Assoziations- und Dissoziationsphase. Eine Auswertung und die 
damit verbundene Berechnung der KD-Werte ist somit nicht sinnvoll. Im Vergleich 
dazu zeigen die Bindungskurven von p24/p25 zwar eine definierte Assoziations- und 
Dissoziationsphase, jedoch findet die Anbindung des Heterodimers nur bei der höchsten 
Peptidkonzentration statt. Bei Konzentrationen von 1 µM bis 8 µM Peptid ist keine oder 
nur eine minimale Interaktion mit Arf1-GDP zu erkennen. Zusammenfassend sind sehr 
schwache Wechselwirkungen von p24/p25 und p24/p27 mit der Arf-1-GDP 
Chipoberfläche erkennbar. Auf Grund der Kurvenverläufe und der äußerst geringen 
Intensität sind diese Interaktionen aber als unspezifisch anzusehen und scheinen 
demnach physiologisch nicht von Relevanz zu sein. 
 
2.1.5  Auswertung und Berechnung der KD-Werte aus den ermittelten 
Bindungskurven 
 
Die gemessenen Sensogramme, die sich aus den Interaktionen zwischen Arf1-GDP und 
hetero- oder homodimeren Peptiden ergaben, werden hinsichtlich ihres Kurvenverlaufs 
und der maximal erreichten Anbindungen (RUmax) in den Kapiteln 2.1.3 und 2.1.4 näher 
beschrieben. Die anschließende Bestimmung der Bindungsaffinitäten 
(Dissoziationskonstante, KD-Wert) der hetero- und homodimeren Peptide zu Arf1-GDP 
erfolgte mit Hilfe der " BIAevaluation Software version 4.1 " von BIAcore. Der für 
Bindungskinetiken wichtige Messbereich wurde aus der gesamten Messung 
herausgenommen und die Kurven dieses Abschnitts an eine gemeinsame Basislinie 
angepasst (curve alignement). Außerdem wurden Start und Stop der Analyt-Injektion 
für alle gemessenen Konzentrationen exakt festgelegt und die Kurven danach 
ausgerichtet. Insgesamt wurde pro Messung jede Konzentration zweimal hintereinander 
gemessen. Außer dieser Doppelbestimmung wurde N∆17-Arf1-T31N zur besseren 
Kontrolle in gleichen Mengen auf zwei unterschiedliche Flußzellen innerhalb eines 
Chips gekoppelt. Die Messungen wurden mit einem weiteren, identisch präparierten 
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CM 5 Chip wiederholt. Die Kurven einer Messreihe wurden anschließend simultan 
einem seperaten Fit (Anpassung) unterzogen. Die Dissoziations- und 
Assoziationsphasen aller Kurven wurden nach dem Festlegen eines bestimmten 
Auswertungsbereiches getrennt analysiert. In diesem Auswertungsbereich wurden in 
erster Linie die Anbindungs- und Dissoziationsvorgänge kurz nach dem Injektions-Start 
bzw. Injektions-Stop einbezogen, bis die Einstellung eines Gleichgewichts erkennbar 
war (Abbildung 12). Die Messwerte direkt nach dem Start oder Stop der Injektion 
können nicht verwertet werden, da es in diesem Bereich auf Grund des 
Dispersionseffekts zu Verfälschungen kommt. Letztere resultieren in steil abfallende 
oder steigende Kurven und können trotz Korrektur-Flußzelle lediglich minimiert 
werden. Die Ausführung eines "general fits", bei dem Ka und Kd aller Kurven 
gleichzeitig über den gesamten Messbereich berechnet werden, war in diesem Fall nicht 
möglich. 
 
 
A. 
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Abbildung 12: Evaluation eines BIAcore 2000 Sensogramms mit N∆17-Arf1-T31N als kovalent 
immobilisierten Liganden. Heterodimeres p23/p27 Peptid wurde in Konzentrationen von 1 bis 16 µM 
über die Chipoberfläche geleitet und unspezifische Bindung durch Abzug der Kurven einer GFP Flußzelle 
minimiert. Anschließend erfolgte eine seperate Kurven-Anpassung der A) Assoziations- und B) 
Dissoziationsphase. Die Qualität der Anpassung wurde durch einen Vergleich der experimentellen und 
angepassten Daten überprüft (Relative Residuals, -2< Chi2 < 2). 
 
Die Qualität der Kurven-Anpassung wurde durch den von der Software berechneten 
Chi2-Wert überprüft, der die statistische Abweichung der angepassten Kurve von der 
experimentellen Kurve angibt. Dabei war darauf zu achten, dass die Abweichung den 
empfohlenen Wert von 2/-2 nicht übersteigt. Graphisch wird die Abweichung aller in 
die Berechnung des KD-Wertes eingegangenen Messpunkte in den unteren Abschnitten 
der Abbildung 12 gezeigt. Alle Werte der angepassten Kurven liegen im für die 
Berechnung der KD-Werte erlaubten Bereich. Abweichungen sind auf Störpeaks durch 
eventuelle Nadelbewegungen des Gerätes zurückzuführen und vernachlässigbar. Die 
KD-Werte wurden anschließend aus den angepassten Kurvenabschnitten berechnet 
(Abbildung 13). Für die in Abbildung 13 nicht aufgeführten Peptide war eine 
Berechnung der KD-Werte nicht möglich, da keine oder nur sehr geringe, unspezifische 
Interaktionen messbar waren. 
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Abbildung 13: KD-Werte der Interaktionen zwischen Arf1-GDP und Proteinen der p24-Familie. Die 
angegebenen KD-Werte wurden aus den Ka- und Kd-Werten, die sich aus dem seperaten Kurven-Fitting 
der Assoziations- und Dissoziationsphase ergaben, mittels BIAevaluation 4.1. berechnet (n = 8; Chi2 < 
2).   
 
Die heterodimeren Peptide p23/p24 (4 µM) und p23/p27 (8 µM), sowie das 
homodimere Peptid p24 (5 µM) zeigen die höchsten Bindungsaffinitäten zu Arf1-GDP. 
Das homodimere Peptid p23 zeigt mit etwa 19 µM eine etwas geringere Affinität und 
das Heteropetid p24/p27 bindet mit etwa 28 µM nur schwach an Arf1-GDP. Insgesamt 
liegen die Dissoziationskonstanten bei allen festgestellten Interaktionen in einem 
Bereich von 10-5 - 10-6
 
µM und entsprechen damit eher schwachen, nicht sehr stabilen 
Bindungen an Arf1-GDP. 
 
2.1.6 Biochemische Untersuchungen der Interaktionen zwischen Arf1-
GDP und heterodimeren p24 Proteinen 
 
Eine direkte Interaktion zwischen Arf1-GDP und heterodimeren Komplexen der p24 
Proteinfamilie konnte mittels BIAcore Messungen gezeigt und deren Bindungskinetiken 
bestimmt werden. Diese Wechselwirkungen wurden anschließend durch Kompetitions-
Versuche an Ni-NTA Sepharose bestätigt (Materialien und Methoden, Kapitel 4.3.11). 
Für die Durchführung des Kompetitions-Experimentes wurde His-getaggtes, dimeres 
p23 Peptid an Ni-NTA-Sepharose gebunden. Parallel dazu wurde N∆17-Arf1-T31N mit 
den in Abbildung 14B angegebenen Peptiden vorinkubiert. Anschließend wurde die mit 
His-p23dimer beladene Sepharose mit N∆17-Arf1-T31N bei RT inkubiert. Der His-Tag 
des Arf1-GDP wurde zuvor durch Restriktionsverdau mit Thrombin vollständig entfernt 
(Abbildung 14A). Es folgten drei Waschschritte mit Bindungspuffer und 10 mM 
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Imidazol und schließlich die Elution mittels SDS-Probenpuffer. Die Eluate wurden mit 
SDS-PAGE und Coomassie Färbung analysiert (Abbildung 14B). 
 
 
Abbildung 14: Kompetitionsexperiment mit heterodimeren p24 Proteinen und Arf1-GDP, sowie an Ni-
NTA-Sepharose gekoppelte His-p23dimer Peptid. A) Abspaltung des His-Tags von N∆17-Arf1-T31N 
durch über Nacht Inkubation des Proteins (30 µM) mit Thrombin (2 U) bei RT. Anschließend wurde 
Thrombin und der freie gewordene His-Tag über Benzamidin- und Ni-NTA-Sepharose entfernt und das 
Eluat (Spur 2) durch SDS-PAGE und Coomassie Färbung auf vollständigen Verdau überprüft. B) 
Gespaltenes N∆17-Arf1-T31N (1 µM) wurde mit den aufgeführten Heteropetiden (60 µM) vorinkubiert. 
Nach einer weiteren Inkubation mit an Ni-NTA Sepharose gebundenem His-p23dimer wurden die Proben 
durch SDS-PAGE und Coomassie Färbung untersucht. 
 
An die His-p23dimer Sepharose gebundenes Arf1-GDP war nur nach Präinkubation von 
Arf1-GDP mit dimeren Wbp1 Peptid, das als Negativkontrolle verwendet wurde oder 
bei den Proben ohne Präinkubation schwach nachweisbar. Alle Heterodimere zeigten 
eine Kompetition und verhindern somit die Anbindung an His-p23dimer. Auf Grund der 
schwachen Signalintensität und Rekrutierungseffizienz im Vergleich zum aufgetragenen 
Input liegt dieses Ergebnis nicht im Widerspruch zu den bisherigen BIAcore Studien. 
Auch hier konnten sehr schwache, aber unspezifische Interaktionen bei sehr hohen 
Peptikonzentrationen bei nicht-bindenden Heterodimeren festgestellt werden. Daher ist 
es durchaus möglich, dass die schwache Rekrutierung von Arf1-GDP an die His-
p23dimer Beads bei der eingesetzten Menge an Peptid auch durch sehr schwache 
Wechselwirkungen inhibiert wird. 
Mit Hilfe von Bindungsstudien an isolierten Golgi-Membranen konnte gezeigt werden, 
dass die Interaktion zwischen dimerem p23 Peptid und Arf1-GDP die Rekrutierung von 
Arf1-GDP an die Membranen inhibiert (Gommel et al., 2001). Da das 
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Kompetitionsexperiment mit His-p23dimer kein eindeutiges Resultat ergab, wurden 
deshalb diese Bindungsstudien (Materialien und Methoden, Kapitel 4.3.14)  zur näheren 
biochemischen Analyse auch mit Heteropeptiden durchgeführt. Rekombinantes, 
myristoyliertes Arf1 wurde mit den in Abbildung 15 angegebenen Peptiden und mit 
GTPγS, einer nur sehr langsam hydrolysierbaren Form von GTP, vorinkubiert. Nach 
Zugabe der Golgi-Membranen und einem weiteren Inkubationsschritt wurden die 
Proben abzentrifugiert, in SDS-Probenpuffer gelöst und durch Western Blot analysiert 
(Abbildung 15). 
 
 
Abbildung 15: Kompetition der Arf1 Rekrutierung an Golgi-Membranen durch Heterodimere der p24 
Proteinfamilie. Rekombinantes Arf1 (0,4 µg) und 60 µM der angegebenen Peptide wurden für 5 min bei 
37 °C mit GTPγS (50 µM) vorinkubiert. Nach der Zugabe von isolierten Golgi-Membranen (9,0 µg) 
wurde für weitere 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden bei 14 000 rpm für 30 min zentrifugiert 
und die Membranen mit Western Blot mit Arf1-CT-Antikörper und p23-Antikörper (1409) analysiert.  
 
Analog zu den durchgeführten BIAcore Studien wird die Rekrutierung von Arf1 durch 
die Heteropeptide p23/p27 und p23/p24 inhibiert. Im Gegensatz dazu zeigt p24/p27 
keinen Kompetitionseffekt, obwohl eine Interaktion mit Arf1-GDP zuvor nachgewiesen 
werden konnte. Da sich der berechnete KD-Wert jedoch für diese Bindung in einem 
Bereich von etwa 30 µM befindet, könnte es durchaus sein, dass diese Interaktion 
physiologisch von geringerer Bedeutung ist als die Interaktion von Arf1-GDP mit 
anderen hetero- und homodimeren p24 Proteinen. Die Heteropetide p25/p27 und 
p24/p25 zeigen wie auch die Negativkontrolle mit Wbp1 keinerlei Inhibierung der Arf1 
Bindung. 
 
2.1.7 Coatomer Aggregation durch heterodimere p24 Proteine 
 
Die cytoplasmatischen Domäne der p24 Typ I Transmembranproteine sind in der Lage, 
Coatomer zu binden (Sohn et al., 1996, Dominguez et al., 1998). Dabei führt die 
Interaktion von Coatomer mit der homodimeren Form einiger dieser cytoplasmatischen 
Domänen der p24 Proteine zu einer Konformationsänderung innerhalb des Coatomer 
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Komplexes. Diese Konformationsänderung läss wiederum den Coatomer-Komplex in 
der Abwesenheit von Membranen aggregieren (Bethune et al., 2006, Reinhard et al., 
1999). Somit ist durchaus vorstellbar, dass die Interaktion von Coatomer mit 
homodimeren p24 Mitgliedern die Coatomer-Polymerisation während der COPI 
Biogenese an den Membranen auslöst (Wieland und Harter, 1999). Hier wurde nun 
untersucht, ob neben den homodimeren auch heterodimere p24 Proteine diese Funktion 
übernehmen können. Dazu wurde Coatomer mit 10, 20 und 40 µM Peptid wie in 
Materialien und Methoden Kapitel 4.3.12 beschrieben, inkubiert und anschließend 
abzentrifugiert. Das präzipitierte Material wurde durch SDS-PAGE mit anschließender 
Coomassie Färbung analysiert. Eine von der Peptidkonzentration abhängige Coatomer 
Präzipitation ist deutlich bei den eingesetzten Heteropeptiden p23/p27 und p23/p24 
erkennbar (Abbildung 16A). Die Mengen an präzipitiertem Material entsprechen dabei 
in etwa der Positivkontrolle p23dimer (Abbildung 16B). Zudem führt auch p24/p27 zu 
einer Coatomer Aggregation, allerdings erst bei der höchsten Peptidkonzentration  
(40 µM). Hier entspricht die präzipitierte Coatomer Menge in etwa 50 % von p23dimer 
bei identischer Peptikonzentration. p25/p27 und p24/p25 lassen hingegen keine 
Coatomer Aggregation erkennen wie auch die Negativkontrollen, p25dimer und Coatomer 
ohne Peptid. 
A. 
 
B. 
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Abbildung 16: Coatomer-Aggregation nach Bindung von p24 Proteinen. A) 0,1 µM Coatomer wurde für 
30 min bei RT mit 10, 20 und 40 µM der angegebenen Peptide inkubiert. Nach Zentrifugation bei  
40 000 g  wurden die Pellets durch SDS-PAGE und Coomassie Färbung analysiert. B) Die Mengen an 
präzipitiertem Coatomer wurden mit Hilfe der Coomassie-Gele sowie der Software UN-SCANIT  
quantifiziert  und  anhand der Positivkontrolle p23dimer normalisiert (= 100 %). 
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2.2 Multiple und und sequentielle Interaktionen zwischen 
Arf1-GTP und Coatomer  
 
Die kleine GTPase Arf1 übernimmt wichtige Funktionen bei der Formierung von COPI 
Vesikeln. Nach der Rekrutierung von cytosolischem Arf-GDP an die Golgi Membran 
durch dimere p24 Proteinen erfolgt der Nukleotidaustausch von GDP zu GTP, wodurch 
der Komplex aus p24 Proteinen und Arf1 dissoziiert. Anschließend rekrutiert Arf1-GTP 
zusammen mit den p24 Proteinen Coatomer an die Golgi-Membran. In diesem Teil der 
Arbeit wurden mit einem neuen in vivo System photolabile Arf1 Derivate hergestellt, 
die es ermöglichten, neue Interaktionspartner während der COPI Vesikel-Bildung zu 
identifizieren und bereits bekannte Interaktionen näher zu charakterisieren. 
 
2.2.1 In vivo Expression von Arf1 Proteinen mit dem photolabilen 
Aminosäurederivat  p-Benzoyl-L-phenylalanin in E. coli 
 
Der Einsatz von photolabilen Aminosäurederivaten ermöglicht die Untersuchung von 
spezifischen Protein-Protein Wechselwirkungen. In der Vergangenheit waren allerdings 
die chemische Synthese und der Einsatz von in vitro Translations-Systemen die 
einzigen Möglichkeiten, Proteine mit inkorporierten photolabilen Aminosäuren zu 
generieren. Der Nachteil beider Methoden liegt darin, dass lediglich sehr geringe 
Mengen an photolabilem Material hergestellt werden können. Die nach UV Bestrahlung 
erhaltenen Crosslink Produkte konnten weder mit klassischen biochemischen 
Methoden, wie Western Blot oder Immunpräzipitationen, noch durch Proteomanalysen 
identifiziert werden. Ein im Jahr 2002 von Peter G. Schultz (Scripps-Institut, La Jolla) 
entwickeltes System ermöglicht nun die Expression von größeren Mengen an 
photolabilen Proteinen in vivo in E. coli Zellen. Für dieses System wurde eine tRNA 
und eine entsprechende tRNA-Synthetase generiert, die spezifisch nur ein bestimmtes 
photolabiles Aminosäurederivat erkennen (orthogonales tRNA/tRNA-Synthetase-Paar) 
und dies an der Position eines Amber-Stop Codons in die Proteinsequenz einbauen. Als 
photolabiles Aminosäurederivat wurde p-Benzoyl-L-phenylalanin (Bp) verwendet. 
Letzteres führt nach UV Bestrahlung zu einem kovalenten Crosslink zwischen dem 
photolabilen Protein und möglichen Bindungspartnern, die sich in einer Umgebung von 
3 Å um die photolabile Aminosäure befinden.  In Zusammenarbeit mit Dr. Zhe Sun 
wurde dieses System übernommen und insgesamt 16 verschiedene photolabile Derivate 
von myristoyliertem Arf1 hergestellt, bei denen jeweils eine Aminosäure ortsspezifisch 
gegen Bp ausgetauscht wurde. Drei dieser photolabilen Arf1 Derivate führten nach UV 
Bestrahlung zur Bildung von Crosslinkprodukten mit möglichen Bindungspartnern. In 
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dieser Arbeit wird die Identifizierung und Charakterisierung der Crosslinkpartner von 
Arf1-I46-Bp und Arf-I49-Bp beschrieben, bei denen jeweils ein Isoleucin-Rest an der 
Postion 46 oder 49 gegen Bp ausgetauscht wurde. 
 
 
 
Abbildung 17: Expression der photolabilen Arf1 Derivate Arf1-I46-Bp und Arf1-I49-Bp. Die Expression 
erfolgte bei 27 °C für 22 Stunden nur nach der Induktion durch Arabinose (Ara) und in Anwesenheit von 
p-Benzoyl-L-phenylalanin (Bp) (Spur 3). Die Expression wurde durch Western Blot mit Arf1-CT 
Antikörper überprüft. Die Proben ohne Zugabe von Bp und  Ara (Spur 1)  bzw. ohne Bp (Spur 2) dienten 
als Negativkontrolle. 
 
Zur Expression der photolabilen Arf1 Derivate wurden DH10B E. coli Zellen mit den 
Plasmiden pBAD-hARF-yNMT und pBK-pAFRS co-transformiert (Materialien und 
Methoden Kapitel 4.3.13). Das Plasmid pBAD-hARF-yNMT enthält die cDNA für die 
mutierten Arf1-Proteine sowie für die orthogonale tRNA und eine N-Myristoyl-
Transferase aus der Hefe. Letztere ist notwendig, da die Myristoylierung von Arf1 co-
translational stattfindet und E.coli selbst über keine NMT verfügt. Arf1 wird somit 
immer sowohl in myristoylierter und als auch in nicht myristoylierter Form exprimiert. 
Die Effizienz der Myristoylierung liegt bei etwa 50 %. Das Plasmid pBK-pAFRS 
enthält die cDNA der orthogonalen tRNA-Synthetase. Die Expression der photolabilen 
Derivate wurde schließlich durch SDS-PAGE und Western Blot überprüft (Abbildung 
17). Die Ausbeute an photolabilen, myristoylierten Arf1 Derivaten lag dabei in einem 
Bereich von bis zu 1,5 mg pro 1 Liter Kultur (Materialien und Methoden 4.3.13, 
Abbildung 35). Das so erhaltene Zelllysat wurde direkt in nachfolgende 
Membranbindungs-Studien oder Photocrosslink-Experimente eingesetzt.  
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2.2.2 Untersuchung der Funktionalität der photolabilen Arf1 Proteine 
durch Bindungsstudien an isolierten Golgi-Membranen 
 
Zu Beginn der COPI Vesikel-Biogenese liegt Arf1-GDP in löslicher Form im Cytosol 
vor. Durch transiente Interaktionen mit homo- und heterodimeren Formen von p24 
Proteinen kommt es zur Rekrutierung von Arf1-GDP an die Golgi-Membranen. Arf1 
bindet nach dem Nukleotidaustausch stabiler über die ausgerichtete amphiphatische 
Helix und den N-terminlen Myristoyl-Anker an die Golgi-Membranen. Es konnte dabei 
gezeigt werden, daß auf Grund der stabileren Verankerung in der Membran etwa 
dreifach mehr Arf1-GTP an die Golgi-Membranen bindet, als Arf1-GDP (Helms et al., 
1993). Die Funktionalität der photolabilen Arf1-Derivate wurde daher mit 
Bindungsstudien an Golgi-Membranen überprüft. Hierzu wurden die Arf1 Varianten mit 
isolierten HeLa-Golgi-Membranen für 15 min bei 37 °C mit GDPβS oder GTPγS 
(Nukleotid-Derivate die nur langsam hydrolysieren) inkubiert und die Proben 
anschließend abzentrifugiert. Die Golgi-Membranen wurden mit Western Blot  und 
Arf1-CT Antikörper analysiert und die Bindung der photolabilen Derivate mit Wildtyp 
Arf1 verglichen. Bei allen photolabilen Arf1-Derivaten konnte unter GTPγS 
Bedingungen eine etwa dreifach höhere Bindung an die Membranen festgestellt werden, 
als unter GDPβS Bedingungen (Abbildung 18). Eine dem Wildtyp Arf1 entsprechende 
Funktionalität konnte damit bestätigt werden.  
 
 
Abbildung 18: Bestimmung der Funktionalität der in vivo exprimierten photolabilen Arf1 Derivate. A) 
Wildtyp Arf1 (Arf1-WT) oder die photolabilen Derivate wurden mit GDPβS (Spur 1) oder GTPγS (Spur 
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2) und HeLa-Golgi-Membranen inkubiert. Die Membranen wurden abzentrifugiert und die Arf1-Bindung 
durch Western Blot mit Arf1-CT Antikörper analysiert. B) Die Signale wurden mit Hilfe der Software 
UN-SCAN-IT quantifiziert (n=5) und die Verhältnisse zwischen gebundenem Arf1-GTP und Arf1-GDP 
graphisch dargestellt. 
 
2.2.3 GTP abhängige Interaktionen von Arf1 mit Coatomer 
 
Die zuvor durch Bindungsstudien an Membranen getesteten photolabilen Arf1 Derivate, 
Arf1-I46-Bp (I46) und Arf1-I49-Bp (I49), wurden anschließend eingesetzt, um 
Interaktionspartner von Arf1 während der COPI Vesikel-Biogenese zu identifizieren 
und näher zu charakterisieren. Arf1-I46-Bp und Arf1-I49-Bp wurden 15 min bei 37 °C 
mit Golgi-Membranen und isoliertem Coatomer oder HeLa-Cytosol unter GDPβS oder 
GTPγS Bedingungen inkubiert (Materialien und Methoden Kapitel 4.3.14). Nach einer 
Zentrifugation wurden die Membranen in Assay-Puffer resuspendiert und bei 366 nm 
UV bestrahlt. Danach erfolgte eine Zentrifugation der Proben und die Analyse der 
Golgi-Membranen durch SDS-PAGE und Western Blot mit Arf1-CT Antikörper 
(Abbildung 19). Unter GDPβS Bedingungen führte die UV Bestrahlung weder bei I46 
noch bei I49 zu Crosslinkrodukten. Bei Zugabe von GTPγS sind hingegen vier 
lichtabhängige Banden bei I46 und eine lichtabhängige Bande bei I49 zu erkennen. Die 
Crosslinkprodukte liegen im Falle von I46 bei Molekularmassen von etwa 40, 100, 120 
und 150 kDa. Die Molekularmasse des Crosslinkprodukts von I49 beträgt etwa 120 
kDa. Es ist anzunehmen, dass es sich bei allen Crosslinkpartnern um lösliche Proteine 
handelt, da die Crosslinks erst nach der Zugabe von Coatomer oder etwas schwächer 
auch nach Zugabe von Cytosol nachweisbar sind. Andererseits besteht durchaus die 
Möglichkeit, dass durch die Zugabe von Coatomer oder Cytosol Cofaktoren mit 
eingebracht werden, die für eine Interaktion von Arf1 mit einem Transmembranprotein 
nötig sind. Der Crosslinkpartner von I46, der zu einer UV abhängigen Bande von  
40 kDa führt, entstammt nicht der Coatomer- oder Cytosol-Probe und könnte auf eine 
Interaktion mit einem Transmembranprotein des Golgis hinweisen. 
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A. 
 
 
B. 
 
 
Abbildung 19: Photocrosslink-Produkte der photolabilen Arf1 Derivate Arf1-I46-Bp und Arf1-I49-Bp. 
Arf1-I46-Bp und Arf1-I49-Bp wurden 15 min bei 37 °C mit HeLa-Golgi-Membranen und isoliertem 
Coatomer oder HeLa-Cytosol unter GDPβS oder GTPγS Bedingungen inkubiert. Nach einer 
Zentrifugation wurden die Membranen in Reaktionspuffer resuspendiert und bei 366 nm für 40 min auf 
Eis bestrahlt. Als Kontrolle dienten identische Proben ohne UV Bestrahlung. Die Golgi-Membranen 
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wurden abzentrifugiert und mit Western Blot und Antikörper Arf1-CT analysiert. Die Abschnitte im 
oberen Teil der Abbildung zeigen jeweils eine längere Exposition der Spuren 5-10. A) GTPγS- und 
lichtabhängige Banden sind bei Arf1-I46-Bp im Bereich von 40, 100, 120 und 150 kDa zu sehen, 
schwache Signale nach Zugabe von Cytosol und intensivere nach Zugabe von Coatomer. Das 
Crosslinkprodukt bei 40 kDa entsteht auch ohne Zugabe von Cytosol oder Coatomer. B) Bei Arf1-I49-Bp 
ist nur eine GTPγS- und lichtabhängige Bande bei 100 kDa festzustellen. Die mit * markierten Banden 
sind Kreuzreaktionen des Antikörpers mit der Golgi-Membran bzw. dem Cytosol. Die bereits bekannten 
Interaktionspartner sind angegeben, unbekannte Crosslinkpartner mit x und y gekennzeichnet. 
 
Die 100 kDa und 120 kDa Crosslinkprodukte von Arf-I46-Bp wurden mittels SDS-
PAGE und Western Blot mit spezifischen Antikörpern gegen die Coatomer 
Untereinheiten analysiert und wurden von Dr. Liyun Zhao und Zhe Sun als β- und β'-
COP  identifiziert (Doktorarbeit Zhe Sun). Weiterhin konnte durch Western Blot mit 
Antikörpern gegen beide Isoformen der  γ-COP Untereinheit von Coatomer eine direkte 
Bindung von Arf1-GTP mit γ1- und γ2-COP gezeigt werden (Abbildung 20). Damit 
wurden die durch in vitro Studien bereits bekannten Interaktionen von Arf1-GTP mit β- 
und γ-COP bestätigt (Zhao et al., 1999), sowie eine neue Interaktion mit β`-COP 
festgestellt. 
 
 
 
Abbildung 20: GTP-abhängige Interaktionen zwische Arf1 und γ-COP. Photocrosslink Experimente 
wurde wie oben beschrieben unter GDPβS oder GTPγS Bedingungen durchgeführt. Die Golgi-
Membranen wurden anschließend durch SDS-PAGE und Western-Blot mit Antikörpern gegen Arf1 
(Arf1-CT) und γ-COP analysiert. Der Antikörper anti-γ1-COP erkennt nur die γ1 Isoform, anti-γ-R 
hingegen beide Isoformen (γ1- und γ2-COP). 
 
2.2.4 Identifizierung der unbekannten Crosslinkpartner des photolabilen 
Arf1 Proteins Arf1-I46-Bp 
 
Western Blot und Immunpräzipitationen mit spezifischen Antikörpern, die zur 
Identifizierung der Crosslinkprodukte von Arf1-I46-Bp bei 100 kDa und 120 kDa 
2 Ergebnisse 56 
angewendet wurden, ließen keine eindeutige Identfizierung der Crosslinkpartner im 
Falle der 40 kDa und 150 kDa lichtabhängigen Signale zu. Die Mengen beider 
Crosslinkprodukte waren sehr gering und die lichtabhängigen Banden lediglich in 
Western Blot Analysen mit Arf1-CT Antikörper nachzuweisen. Nach SDS-PAGE und 
anschließender Coomassie- oder Silberfärbung konnten keine UV-abhängigen Banden 
in diesen Molekularmasse-Bereichen festgestellt werden. Die Möglichkeit, die 
lichtabhängigen Crosslinkprodukte durch Proteomanalyse Methoden wie MALDI-TOF 
oder ESI-Messungen zu untersuchen, war somit nicht gegeben. 
Die Expression von Arf1-I46-Bp erfolgte, wie oben beschrieben, in E. coli Zellen. Nach 
dem Zellaufschluß wurde das Lysat abzentrifugiert und das mit Arf1-I46-Bp 
angereichert Bakterienlysat (S2) direkt in die Bindungsstudien und Photocrosslink-
Experiment eingesetzt. Im ersten Schritt der Identifizierung des unbekannten Arf1-I46-
Bp Crosslinkpartners x sollte deshalb ausgeschlossen werden, dass der Interaktions-
partner aus dem Bakterienlysat (S2) stammt, und dass es sich stattdessen um eine 
spezifische Wechselwirkung von Arf1 mit einem löslichen Protein aus dem HeLa-
Cytosol oder einem Transmembranprotein der Golgi-Membranen handelt. Hierfür 
wurden 2 ml S2 Bakterienlysat mit einer Gesamtproteinkonzentration von 20 mg/ml 
über eine Superdex 200 Gelfiltrationssäule getrennt (Abbildung 21A). Die Fraktionen 
P1, P2 und P3 wurden aufkonzentriert und durch SDS-PAGE und Coomassie Färbung 
überprüft (Abbildung 21B). Es ist dabei deutlich erkennbar, dass in P3 alle Proteine mit 
einem Molekularmasse von mehr als 30 kDa erfolgreich abgetrennt und somit ein 
möglicher Interaktionspartner von Arf1-I46-Bp, der bei einem Molekularmasse von 
etwa 120 kDa erwartet wird, entfernt werden konnte. Anschließend wurden 
Photocrosslink-Experimente mit gleichen Volumina von P1, P2 und P3 durchgeführt 
und mit einem Photocrosslink-Experiment mit nicht gelfiltriertem S2 Bakterienlysat 
verglichen (Abbildung 21C). Alle drei Crosslinkprodukte von Arf1-I46-Bp im Bereich 
von 100 kDa bis 150 kDa sind auch dann noch nachweisbar, wenn anstelle von 
Bakterienlysat S2 gelfiltriertes Bakterienlysat P3 im Experiment eingesetzt wird, d.h. 
der Crosslinkpartner x von Arf1-I46-Bp muss entweder aus dem HeLa-Cytosol oder aus 
den Golgi-Membranen stammen. Es handelt sich demnach um keine unspezifische 
Interaktion mit einem cytosolischen Bakterienprotein. Die fehlenden oder nur schwach 
zu erkennenden Crosslink-Banden bei P1 und P2 sind darauf zurückzuführen, dass in 
diesen Proben nur sehr wenig Arf1-I46-Bp enthalten war und auf Grund der 
Volumenbeschränkung nicht mehr Probe eingesetzt werden konnte. 
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Abbildung 21: Gelfiltration des mit Arf1-I46-Bp angereicherten Bakterienlysats S2 und anschließendes 
Photocrosslink Experiment. A) Nach der Expression von Arf1-I46-Bp wurden 2 ml das Bakterienlysats 
S2 (20 mg/ml) über eine Superdex 200 (26/60) gelfiltriert. B) Die Fraktionen P1, P2 und P3 wurden 
aufkonzentriert und durch SDS-PAGE und Coomassie Färbung analysiert (Spuren 2-4) und mit S2 
verglichen (Spur 1). C) Anschließend wurden Photocrosslink Experimente unter GTPγS Bedingungen mit 
P1, P2 und P3 (Spur 2-4) durchgeführt, mit Western Blot sowie Arf1-CT Antikörper analysiert und mit 
einem Photocrosslinkversuch mit S2  (Spur 1) verglichen. 
 
 
Anschließend wurde überprüft, ob sich der Crosslinkpartner in der Golgi-Membran 
Fraktion befindet und eventuell als Transmembranprotein vorliegt. Synthetisch 
hergestellte Golgi-like Liposomen wurden hierzu anstelle von isolierten HeLa-Golgi-
Membranen mit Arf1-I46-Bp unter GTPγS Bedingungen inkubiert (Materialien und 
Methoden, Kapitel 4.3.14). Es folgte die Zugabe von HeLa-Cytosol und eine weitere 
Inkubation für 40 min bei 37 °C. Nach der UV-Bestrahlung wurde eine 65 %-ige 
Saccharose-Lösung zu den Proben hinzugegeben, bis sich ein 52 %-iges Proben-
Saccharosegemisch einstellte. Die Proben wurden in Zentrifugen-Röhrchen überführt 
und mit 42 %-iger und 10 %-iger Saccharoselösung überschichtet. Die Ansätze wurden 
zentrifugiert und die Liposomen anschließend aus der Interphase zwischen der 42 %-
igen und 10 %-igen Saccharoselösung abgezapft. Zur Entfernung der Saccharose wurde 
das Liposomengemisch in HKM-Puffer verdünnt und die Liposomen für eine Stunde 
bei 80 K pelletiert. Im letzten Schritt wurden die Liposomen in HKM-Puffer 
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resuspendiert und durch eine Acetonfällung aufkonzentriert. Die Pellets wurden in SDS-
Probenpuffer gelöst und durch Western-Blot und Coomassie-Färbung analysiert 
(Abbildung 22).  
 
 
 
Abbildung 22: Photocrosslink Experiment mit Arf1-I46-Bp und Golgi-like Liposomen. Arf1-I46 wurde 
mit 40 µl synthetisch hergestellten Liposomen (5 nmol/µl) inkubiert. Anschließend wurden 200 µl 
Cytosol (20 mg/ml) zugegeben, inkubiert und UV-bestrahlt. Die Liposomen wurden daraufhin durch eine 
Flotierung über einen Sacccharose Gradienten isoliert. Nach einer Aufkonzentrierung durch Aceton-
Fällung wurden die Proben duch A) Western-Blot und B) Coomassie-Färbung analysiert (jeweils Spur 2). 
Die Proben ohne UV-Bestrahlung wurden als Negativkontrolle verwendet (jeweils Spur 1). Der markierte 
Bereich des Coomassie Gels (B) wurde in Banden unterteilt und durch MALDI-TOF analysiert. 
 
Alle lichtabhängigen Crosslinkprodukte, die bei einer Durchführung der Versuche mit 
Golgi-Membranen erkennbar waren, können auch nach Immundetektion mit Arf1-CT 
Antikörper bei Experimenten mit synthetischen Liposomen nachgewiesen werden 
(Abbildung 22A). Lediglich die lichtabhängige Interaktion von Arf1-I46-Bp mit β`-
COP ist nicht sichtbar, was darauf zurückgeführt werden kann, dass alle 
Crosslinkprodukte nur schwache Signalintensitäten aufweisen und letztere unter der 
Detektionsgrenze zu liegen scheint. Die Crosslinkpartner x und y müssen somit als 
lösliches Protein im HeLa-Cytosol oder der Coatomer Probe vorliegen und durch Arf1 
an die Membranen rekrutiert werden. Bei der Überprüfung der Proben durch SDS-
PAGE und Coomassie Färbung konnten keine lichtabhängigen Banden im Bereich von 
150 kDa festgestellt werden (Abbildung 22B). Trotzdem wurden Banden aus diesem 
Bereich herausgeschnitten und durch MALDI-TOF überprüft. Auf Grund der geringen 
Mengen an Material konnte jedoch Arf1 in diesem Molekularmasse-Bereich nicht 
detektiert werden. 
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Abbildung 23: Analyse der Photocrosslink Proben durch SDS-PAGE und anschließender Anfärbung mit 
Coomassie und Stains-All oder Western-Blot mit Arf1-CT Antikörper. Unbelichtete Proben 
(Negativkontrollen) wurden jeweils in Spur 1 aufgetragen, die belichteten in Spur 2; C, 5 µg isolierter 
Coatomer direkt aufgetragen; G, 5 µg Golgi-Membranen direkt aufgetragen. 
 
Die weitere Möglichkeit, dass es sich bei den nicht identifizierten Crosslinkprodukten 
um eine Protein-DNA Wechselwirkung handeln könnte, wurde durch die Analyse der 
Proben nach SDS-PAGE und Anfärbung mit dem kationischen Farbstoff Stains-All 
ausgeschlossen werden (Abbildung 23 rechts), da auch hier keine lichtabhängigen 
Banden feststellbar waren. Außerdem konnte dadurch die Interaktion von Arf1 mit 
sauren Proteinen, die von Coomassie nur schwer angefärbt werden, ausgeschlossen 
werden. Im Allgemeinen zeigte sich der Farbstoff Stains-All als wesentlich weniger 
sensitiv als die Coomassie Färbung. Aber auch bei der Verwendung von Silberlösung 
nach SDS-PAGE als Färbemethode konnten keine lichtabhängigen Signale bei den UV- 
behandelten Proben festgestellt werden (nicht gezeigt). Eine direkte 
massenspektrometrische Untersuchung war daher nicht durchführbar. 
Die Identifizierung der unbekannten Crosslinkpartner von Arf1-I46-Bp, x bei 150 kDa 
und y bei etwa 40 kDa, kann somit nur dann erfolgen, wenn die Menge der 
lichtabhängingen Crosslink-Produkte erhöht und gleichzeitig eine Aufreinigung der 
Produkte erzielt wird. Um dies zu erreichen, wurden die Mengen der 
Ausgangsmaterialen für die Photocrosslink Versuche um das 80fache erhöht 
(Materialien und Methoden, Kapitel 4.3.15). Jeweils 10 µg der pelletierten Golgi-
Membranen wurden nach der UV-Behandlung und Zentrifugation in SDS-Probenpuffer 
resuspendiert, auf die Taschen von 10 %-igen PAA-Gelen verteilt und nach der 
Elektrophorese mit Coomassie angefärbt. Anhand von Western Blots mit Arf1-CT 
Antikörper wurden dann die Bereiche, in denen die Crosslinkprodukte erwartet wurden, 
ausgeschnitten und die Gelstücke gesammelt. Die Proteine wurden anschließend aus 
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den Gelstücken durch Elektroelution herausgelöst und vereinigt. Nach der 
Aufkonzentrierung der Proteine durch Methanol-Chloroform Fällung folgte ein weiterer 
Aufreinigungsschritt über PAA-Gele mit einer geringeren Acrylamidkonzentration. Die 
Gele wurden schließlich mit Western-Blot und Arf1-CT Antikörper, sowie durch 
Anfärbung mit kolloidalem Coomassie überprüft (Abbildung 24). Im Falle der 
lichtabhängigen 150 kDa Bande konnte das Crosslinkprodukt stark angereichert und 
von den übrigen Crosslink-Produkten abgetrennt werden. Im entsprechenden Coomassie 
Gel sind insgesamt vier Banden sowohl in der belichteten Probe, als auch der 
unbelichteten Negativkontrolle zu sehen (Abbildung 24A rechts). Eine zusätzliche 
lichtabhängige Bande konnte bei Spur 2 im Vergleich mit der unbelichteten Probe (Spur 
1) nicht festgestellt werden.  
 
A. 
 
 
B. 
 
 
Abbildung 24: Aufreinigung und Konzentrierung der unbekannten Photocrosslinkprodukte durch 
Elektroelution und PAA-Gele mit unterschiedlicher Porengröße. Photocrosslink Experimente wurden mit 
800 µg Golgi durchgeführt. Nach der letzten Zentrifugation wurden je 10 µg Golgi in die Geltaschen von 
10 %-igen PAA Gelen aufgeteilt und mit Coomassie angefärbt. Ein parallel dazu durchgeführter Western 
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Blot mit Arf1-CT diente dazu, die Crosslinkbanden bei etwa 150 kDa und 40 kDa auszuschneiden. Die 
Proteine wurden aus den vereinten Gelstücken elektroeluiert und durch Methanol-Chloroform Fällung 
konzentriert. 50 µg der Proben (EE) wurden schließlich auf ein 6 %-iges (A) bzw. 8 %-iges (B)  PAA-Gel 
aufgetragen und mit 10 µg Ausgangsmaterial (Input, vor Elektroelution und Konzentrierung) verglichen. 
Die restliche Probenmenge wurden zur weiteren Auftrennung auf ein entsprechendes PAA-Gel 
aufgetragen, mit colloidalem Coomassie angefärbt und die vermuteten Bereiche anhand des Western 
Blots ausgeschnitten. In der mit einem Rechteck gekennzeichneten Bande (Spur 2 im rechten Bild der 
Abbildung 24A) konnte in der nachfolgenden ESI-Messung Arf1 und β-COP nachgewiesen werden. Die 
nicht belichteten Proben dienten als Negativkontrolle (Spur 1 im rechten Bild der Abbildung 24A). 
 
 
ohne UV366 Bestrahlung mit UV366 Bestrahlung 
Carbamoylphosphat-Synthetase Carbamoylphosphat-Synthetase 
Integrin, alpha 2 Integrin, alpha 2 
Leucyl/Cystinyl Aminopeptidase 2 Leucyl/Cystinyl Aminopeptidase 2 
IQ-Motiv enthaltenes GTPase akt. Protein 1 IQ-Motiv enthaltenes GTPase akt. Protein 1 
CLTC Protein CLTC Protein 
Coatomer alpha-Untereinheit Coatomer alpha-Untereinheit 
Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 
Oncostatin M Rezeptor Oncostatin M Rezeptor 
CD109 CD109 
Phospholipase 10 Phospholipase 10 
 ADP-Ribosylierungsfaktor 1 
 Coatomer beta-Untereinheit 
 
Tabelle 2: Identifizierte Proteine in der unbelichteten und belichteten Probe nach Elektroelution und 
Auftrennung über verschieden PAA-Gelsystem (hit > 50). 
 
Alle Banden der UV behandelten Probe sowie der Negativkontrolle wurden 
ausgeschnitten und durch ESI-Messungen analysiert. In der zweiten Bande (Abbildung 
24A rechts, mit Rechteck markiert) konnten in der Negativkontrolle sowie der 
belichteten Probe Peptide von insgesamt zehn Proteinen festgestellt werden (Tabelle 2), 
die in beiden Banden identisch waren. Neben diesen identischen Proteinen konnten in 
der belichteten Probe eindeutig Peptide von Arf1 und β-COP nachgewiesen werden. 
Dies führt auf Grund der Molekularmasse des Crosslink-Produkts zu der Vermutung, 
dass zwei oder mehrere Arf1-I46-Bp mit β-COP eine Kreuzvernetzung eingehen. Dabei 
wäre eine Arf1-Arf1-β-COP Kombination möglich. Durchaus vorstellbar wäre jedoch 
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auch, dass β-COP mehrere Bindungsstellen für Arf1 besitzt. Die Interaktionen zwischen 
Arf1-I46-Bp Proteinen und β-COP konnten anschließend durch Western Blot Analyse 
mit Arf1-CT und B1.2 (anti-β-COP) Antikörper bestätigt werden (Abbildung 25A). Die 
geringe Intensität des β-COP Antikörpers im Vergleich zum Arf1-CT Antikörper kann 
darauf zurückzuführen sein, dass das Epitop des Antikörpers durch die Interaktion 
verdeckt wird bzw. dass sich wie angenommen mehr Arf1 Moleküle als β-COP im 
Crosslinkprodukt befinden. Weiterhin war es möglich, durch Immunpräzipitationen mit 
B1.2 Antikörper die 150 kDa Bande zu isolieren und mittels Western Blot Analyse mit 
Arf1-CT Antikörper nachzuweisen (Abbildung 25B). Da es sich dabei nur um sehr 
schwache Signale handelte, wurde zur Kontrolle der Versuchsablauf umgekehrt, d.h. die 
Crosslinkbande wurde mit Arf1-CT Antikörper durch Immunpräzipitation isoliert und 
anschließend durch Immundetektion mit B1.2 Antikörper nachgewiesen. Allerdings 
waren auch hier die Signale nur schwach detektierbar (Abbildung 25C).   
 
 
 
 
Abbildung 25: Untersuchung des 150 kDa Crosslinkproduktes durch Western Blot und 
Immunpräzipitationen mit anti-Arf1 (Arf1-CT) und β-COP (B1.2) Antikörper. A) Photocrosslink 
A. 
B. 
C. 
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Experimente wurden mit je 10 µg Golgi durchgeführt und anschließend mit Western Blot  und Arf1-CT 
(Spuren 1-4) oder B1.2 (Spuren 5 und 6) Antikörper analysiert. Als Negativkontrolle wurde ein 
Photocrosslink Experiment unter GDPβS Bedingungen durchgeführt (Spur 1 (unbelichtete Probe) und 
Spur 2 (belichtete Probe)). Immunpräzipitationen wurden wie unter Materialien und Methoden Kapitel 
4.3.6 beschrieben durchgeführt. Nach der Photokreuzvernetzung  mit 100 µg Golgi Ansatz folgte eine IP 
mit anti-Arf1-CT Antikörper und anschließend eine Immunodetektion mit B1.2 anti-β-COP Antikörper 
(B) oder eine IP mit B1.2 und anschließend eine Immunodetektion mit anti-Arf1-CT; in den Spuren 1 
(unbelichtet) und 2 (belichtet) sind jeweils 10 % der Proben vor der IP  aufgetragen, in Spur 3 
(unbelichtet) und 4 (belichtet) die Gesamtansätze nach der IP. 
 
Das Crosslinkprodukt bei etwa 40 kDa konnte durch die gleiche Vorgehensweise 
ebenfalls angereichert und isoliert werden (Abbildung 24B, links), jedoch war die 
Aufreinigung über die unterschiedlichen Gelsystem nicht so effizient wie im Falle des 
150 kDa Crosslinkproduktes (Abbildung 24B, rechts). Die Ursachen hierfür liegen zum 
einen darin, dass sich im Bereich bei etwa 40 kDa wesentlich mehr Proteine befinden 
als in sehr großen Molekularmassenbereichen. Zum anderen sind der Trenn- bzw. der 
Aufreinigungseffekt nur gering, da bei der zweiten Elektrophorese nach Elektroelution 
lediglich ein 8 %-iges PAA-Gel eingesetzt werden konnte. Ein weiteres Problem war, 
dass es sich bei diesem lichtabhängigen Signal um eine schwache und sehr unscharfe 
Bande handelte, sodass größere Gelstücke herausgeschnitten werden mussten, um den 
Verlust an Material gering zu halten. Die Banden der Negativkontrolle und der 
belichteten Probe wurden in mehrere Gelstücke unterteilt und durch ESI-Messungen 
analysiert. Auch hier konnte nur in der belichteten Probe eindeutig Peptide von Arf1 
nachgewiesen werden, was auf eine größere Menge von Arf1 schließen lässt.  Der 
Crosslinkpartner y konnte jedoch nicht identifiziert werden, da die Anzahl der 
nachgewiesenen Proteine in der unbelichteten und belichteten Probe zu hoch und die 
identifizierten Proteine bei Reproduktionen dieses Versuchs nicht identisch waren. Bei 
der Betrachtung der Molekularmasse des Crosslinkprodukts von 40 kDa und durch die 
Tatsache, dass Arf1 in diesem Bereich immer sehr deutlich identifiziert werden konnte, 
was auf hohe Mengen an Arf1 in dieser Region zurückzuführen ist, kann die 
Kreuzvernetzung von zwei Arf1-I46-Bp Molekülen nicht ausgeschlossen werden. Dies 
würde zudem das Vorkommen eines Arf1-Arf1-β-COP Crosslink-Produktes erklären. 
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2.2.5 Charakterisierung der Interaktionen zwischen Arf1-GTP und den 
Coatomer Untereinheiten β- und γ-COP 
 
Mit Hilfe von Crosslink-Experimenten und yeast-two-hybrid Studien konnte gezeigt 
werden, dass die Adaptor-Komplexe des Clathrin-Systems durch direkte Interaktionen 
von Arf1 mit den Trunk-Domänen von AP-1, AP3 (Austin C et al., 2002) und AP-4 
(Boehm M et al., 2001) an die Membranen rekrutiert werden. Auf Grund von 
Strukturhomologien zwischen den Adaptor-Komplexen und dem Adaptor-ähnlichen 
Subkomplex von Coatomer (β/δ/γ/ζ-COP) wurde eine Rekrutierung von Coatomer 
durch Wechselwirkungen von Arf1 mit den Trunk-Domänen der Untereinheiten β- und 
γ-COP vermutet. Zur näheren Spezifizierung der Wechselwirkungen wurde limitierte 
Proteolyse und Western Blot Analyse eingesetzt, um die Domänen von β- und γ-COP 
zu identifizieren, die direkt mit Arf1 wechselwirken. Als Protease wurde Thermolysin 
verwendet, ein polyspezifisches Restriktionsenzym mit relativ geringer Sequenz-
Spezifität. Der Vorteil von Thermolysin liegt darin, dass es die Coatomer 
Untereinheiten β- und γ-COP schnell innerhalb der frei zugänglichen Hinge-Domänen 
schneidet und somit Appendage- und Trunk-Domäne voneinander trennt. Die beiden 
gefalteten Domänen, Appendage und Trunk, sind für das Enzym nur sehr schlecht 
zugänglich, sodass hier ein Abbau erst nach längerer Inkubationszeit eintritt (Abbildung 
26). 
 
A. 
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B. 
 
 
Abbildung 26: Limitierte Proteolyse von Coatomer mit Thermolysin. Isolierter Coatomer wurde für die 
angegebene Zeit mit unterschiedlichen Thermolysin Konzentrationen inkubiert. Anschließend erfolgte 
eine Western Blot Analyse mit Antikörpern gegen A) die Appendage- (M3A5) und Trunk- Domäne 
(B1.2) von β-COP und B) gegen die Appendage- (γ-R) und Trunk- Domäne (γ1) von γ-COP. (-E) 
Inkubation für 240 min ohne Enzym, (-C) ohne Coatomer. 
 
In den nachfolgenden Crosslink-Experimenten wurde Arf1-I46-Bp und Arf1-I49-Bp, 
wie oben beschrieben, mit isolierten Golgi-Membranen und Coatomer inkubiert. Nach 
der Zentrifugation und UV-Bestrahlung wurden die Membranen mit der 
polyspezifischen Protease Thermolysin versetzt und anschließend durch Western Blot 
mit Arf1 Antikörper analysiert. Die Untersuchung von β-COP wird in der Abbildung 
27A gezeigt. Bei der Zugabe von geringen Mengen an Enzym ist keine Veränderung 
des Crosslink-Produktes zwischen Arf1-I46-Bp und β-COP zu erkennen (Spur 4). Wenn 
die Konzentration an Protease aber erhöht wird, ist ein zeitabhängiger Abbau des 
Crosslinkproduktes Arf1-I46-Bp + β-COP zu sehen (Spuren 6, 8 und 10). Parallel dazu 
steigt die Signalintensität eines stabilen Degradationsproduktes bei einem 
Molekularmasse von etwa 70 kDa an. In diesem Größenbereich von 70 kDa  ist ein 
kovalentes Crosslink-Produkt zwischen Arf1-I46-Bp und der Trunk-Domäne von β-
COP zu erwarten.    
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A. 
 
 
B. 
 
 
Abbildung 27: Direkte Interaktionen zwischen der SW1 Region von Arf1 und der Trunk-Domäne von β-
COP. A) Die Photocrosslink Experimente wurden wie oben beschrieben mit Arf1-I46-Bp, Golgi-
Membranen und Coatomer durchgeführt. Proben ohne UV-Bestrahlung wurden als Negativkontrolle 
verwendet (Spuren 1, 3, 5, 7 und 9). Die Membranen wurden nach UV Bestrahlung mit unterschiedlichen 
Thermolysin Konzentrationen für die angegebenen Zeiten inkubiert. Die Analyse erfolgte durch 12 % 
SDS-PAGE und Western Blot mit Antikörpern gegen Arf1 (Arf1-CT, oben), β-COP Appendage Domäne 
(M3A5, Mitte) und β-COP Trunk-Domäne (B1.2, unten). B) Ausschnitt einer längere Röntgenfilm-
Exposition der Spuren 5-10 der Analyse mit B1.2 Antikörper (A, unten). 
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Eine Analyse mit Antikörpern gegen die Appendage-Domäne (M3A5) von β-COP zeigt 
bei hohen Thermolysin Konzentrationen ein stabiles Abbauprodukt bei 40 kDa, was für 
eine nicht mit Arf1-I46-Bp kreuzvernetzte β-COP-Appendage Domäne spricht 
(Abbildung 27 Mitte, Spuren 5-10). Im Gegensatz dazu lässt die Immunodetektion mit 
Antikörpern gegen die Trunk-Domäne von β-COP (Abbildung 27 unten) neben einem 
Signal bei etwa 55 kDa für die nicht kreuzvernetzte β-Trunk-Domäne ein weiteres 
Signal bei einer höheren Molekularmasse erkennen (Spuren 6, 8 und 10). Dessen Größe 
korreliert mit der Molekularmasse eines möglichen Arf1-β-Trunk Crosslinkproduktes. 
Weiterhin läuft diese Bande an derselben Position wie die Arf1-Bande im oberen Bild 
(Spuren 6, 8 und 10).  
Bei längerer Exposition des Röntgenfilms mit B1.2 (anti-β-COP Trunk) Antikörper fällt 
bei höheren Thermolysin Konzentrationen zudem ein stabiles Abbauprodukt mit einem 
Molekularmasse von etwa 85 kDa (Abbildung 27B) auf. An der gleichen Position ist ein 
schwaches Degradationsprodukt bei der Analyse mit Arf1-CT Antikörper zu sehen 
(Abbildung 27 oben). Hierbei könnte es sich auf Grund der Molekularmasse und des 
gleichen Laufverhaltens um das Abbauprodukte der 2Arf1-I46-β-COP Bande handeln.  
Zusammenfassend kann somit gezeigt werden, dass Arf1 nur mit der Trunk-Domäne 
von β-COP interagiert, eine direkte Wechselwirkung mit der β-COP Appendage-
Domäne kann dagegen ausgeschlossen werden.  
 
 
 
 
Abbildung 28: Vergleich der  Verhältnisse der Signalintensitäten  von β-COP und der Arf1-β-COP 
Interaktionen vor und nach der limitierten Proteolyse mit Thermolysin. Die Signale der Spuren 1 und 2 
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der Abbildung 27A (Mitte und unten) wurden quantifiziert  und sind links in hellgrau dargestellt. Es wird 
das Verhältnis der β-COP Gesamtmenge  vor der UV-Bestrahlung (= 100 %) zu β-COP und β-COP 
Crosslink-Banden nach der  UV Bestrahlung (ohne Zugabe von Thermolysin) für die Antikörper M3A5 
(anti-Appendage) und B1.2 (anti-Trunk) gezeigt. Die Verhältnisse der Signalintensitäten nach der Zugabe 
von Thermolysin (Abbildung 27, Mitte und unten, Spur 9, 10) sind rechts jeweils dunkelgrau dargestellt. 
 
Unterstützt wird diese Annahme durch die Quantifizierung der Signalintensitäten von β-
COP nach Immundetektion mit den Antikörpern M3A5 (anti-Appendage) und B1.2 
(Anti-Trunk) ohne UV-Bestrahlung (Abbildung 27A, Mitte und unten, Spur 1), was  
100 % der Gesamtmenge an eingesetztem β-COP entspricht, mit den Mengen an β-COP 
nach der UV-Bestrahlung (Abbildung 28, hellgrau). Letztere setzt sich zusammen aus 
den Signalintensitäten von nicht-kreuzvernetztem β-COP, β-COP + Arf1-I46-Bp und β-
COP + 2Arf1-I46-Bp (Abbildung 27A Mitte und unten Spur 2). Insgesamt werden etwa 
70 % der Gesamtmenge von β-COP mit Arf1-I46-Bp kreuzvernetzt, davon mit 65 % zu 
β-COP + Arf1-I46-Bp und mit 5 % zu β-COP + 2Arf1-I46-Bp. Bei einem Vergleich der 
Signalintensitäten der Trunk-Domäne nach Zugabe von Thermolysin (Abbildung 28, 
dunkelgrau unten) ist keine Veränderung der Verhältnisse erkennbar. Im Gegensatz 
dazu ist eine kreuzvernetzte Appendage-Domäne nicht detektierbar (Abbildung 28, 
dunkelgrau oben). Dass die Signalintensität von 2Arf1-I46-Bp  nach UV-Bestrahlung in 
beiden Fällen, mit oder ohne Thermolysin-Inkubation, die Menge an β-COP zur 
Gesamtmenge ergänzt, ist eine weitere Bestätigung für die korrekte Identifizierung des 
Crosslinkpartners x. Außerdem ist davon auszugehen, dass es sich hier entweder um 
eine Arf1-Arf1-Trunk Interaktion handelt, oder dass die Trunk-Domäne zwei 
Bindestellen für Arf1 besitzt, da nach der limitierten Proteolyse nur noch ein stabiles 
Abbauprodukt neben der Arf1-Trunk Bande feststellbar ist. 
Die Untersuchung von γ-COP erfolgte in gleicher Weise und ist in der Abbildung 29 
dargestellt. Erst bei längerer Inkubationszeit und bei hoher Proteasekonzentration ist ein 
stabiles Abbauprodukt mit Arf1 Antikörpern erkennbar (Abbildung 29, oben, Spur 6 
und 7).  Bei einer  anschließende Analyse der Proben mit Antikörpern gegen die Trunk-
Domäne von γ-COP lässt sich wie erwartet eine nicht-kreuzvernetzte γ-Trunk Domäne 
bei etwa 65 kDa und eine mit Arf1-I49-Bp kreuzvernetzte γ-Trunk Domäne bei etwa  
85 kDa (Abbildung 29, Mitte, Spur 6 und 8) feststellen. Letztere läuft wiederum an 
derselben Position wie die Arf1 Bande in der oberen Abbildung 29 (Spur 6 und 8). 
Durch Western Blot mit Antikörpern gegen die Appendage-Domäne von γ-COP konnte 
lediglich die nicht-kreuzvernetzte γ-Appendage Domäne nachgewiesen werden, ein 
Crosslinkprodukt mit Arf1-I49-Bp ist nicht erkennbar. Somit kann eine Interaktion der 
SW1 Region von Arf1 mit der Trunk Domäne von γ-COP gezeigt und Interaktionen mit 
der Appendage Domäne von γ-COP ausgeschlossen werden.  
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Abbildung 29: Direkte Interaktionen zwischen der SW1 Region von Arf1 und der Trunk-Domäne von γ-
COP. Das Experiment wurde analog zu dem in Abbildung 27 beschriebenen Versuch mit Arf1-I49-Bp 
durchgeführt. Als Negativkontrolle dienten nicht UV-bestrahlte Proben (Spuren 1, 3,5 und 7). Die 
Membranen wurden durch 12 % SDS-PAGE und Western Blot mit Antikörpern gegen Arf1 (Arf1-CT, 
oben), γ-COP Trunk- Domäne (γ-R, Mitte) und γ-COP Appendage-Domäne (γ1, unten) analysiert. Die 
mit * gekennzeichneten Banden sind unspezifische Kreuzreaktionen der Antikörper. 
 
Auch dies wird durch einen Vergleich der Signalintensitäten nochmals verdeutlicht. 
Lediglich der anti-Trunk Antikörper γ-R zeigt vor und nach der Proteolyse mit 
Thermolysin die gleiche Verteilung. Nicht-kreuzvernetzes γ-COP sowie Arf1-I49-γ-
Trunk ergänzen sich zur eingesetzten γ-COP Gesamtmenge (Abbildung 30 oben, 
dunkelgrau). Bei dem anti-Appendage Antikörper ist keine kreuzvernetzte Appendage-
Domäne nachweisbar (Abbildung 30 unten, dunkelgrau). Insgesamt werden in den 
Experimenten etwa 60 % von γ-COP mit Arf1-I49-Bp kreuzvernetzt (Abbildung 30, 
hellgrau). 
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Abbildung 30: Vergleich der  Verhältnisse der Signalintensitäten der Arf1-γ-COP Interaktionen vor und 
nach der limitierten Proteolyse mit Thermolysin. Die Signale der Spuren 1 und 2 der Abbildung 29 (Mitte 
und unten) wurden quantifiziert und sind links in hellgrau dargestellt. Es wird das Verhältnis der γ-COP 
Gesamtmenge  vor der UV-Bestrahlung (= 100 %) zu γ-COP und γ-COP Crosslink-Banden nach der  UV 
Bestrahlung (ohne Zugabe von Tehrmolysin) für die Antikörper γ1 (anti-Appendage) und γR (anti-Trunk) 
gezeigt. Die Verhältnisse der Signalintensitäten nach der Zugabe von Thermolysin (Abbildung 29, Mitte 
und unten, Spur 9, 10) sind rechts jeweils dunkelgrau dargestellt.  
 
2.2.6 Ermittlung der Abfolge der Interaktionen zwischen Arf1-GTP und 
Coatomer 
 
Eine bisher unbekannte GTP-abhängige Interaktion von Arf1 konnte mit Hilfe der 
photolabilen Variante Arf1-Y167-Bp von meiner Kollegin Zhe Sun festgestellt werden 
(Sun Z und Anderl F et al., 2007). Als Interaktionspartner wurde nach Photocrosslink-
Experimenten mittels Immunpräzipitation und anschließender Massenspektrometrie δ-
COP identifiziert. Die Interaktion von δ-COP mit dem C-terminalen Teil von Arf1, 
einem Bereich der nicht von der Konformationsänderung durch den Nukleotidaustausch 
von GDP zu GTP betroffen ist, führte zu der Annahme, dass diese Interaktion 
unabhängig vom Nukleotidzustand von Arf1 stattfinden müsste. Zur Untersuchung 
dieser Annahme wurde rekombinantes GST-getaggtes δ-COP an Glutathion-Sepharose 
gekoppelt und mit GDP gebundenem N∆17Arf1-T31N oder GTP gebundenem 
N∆17Arf1-Q71L inkubiert. In beiden Fällen konnte eine direkte Interaktion mit δ-COP 
durch anschließende Immundetektion mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen 
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werden (Abbildung 31). Dies zeigt, dass die Bindungsstelle von Arf1 für δ-COP per se 
frei zugänglich ist. Wenn δ-COP jedoch als Teil des Coatomer-Komplexes vorliegt, wie 
es während der Photocrosslink-Versuche der Fall ist, kommt es lediglich mit Arf1-GTP 
zu einer direkten Wechselwirkung. 
 
 
 
 
Abbildung 31: Unabhängig vom Nukleotid-Zustand bindet Arf1 an rekombinates δ-COP. 
Rekombinantes GST-δ-COP wurde an Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit N∆17Arf1-T31N (GTP-
Form) oder N∆17Arf1-Q71L (GDP-Form) inkubiert. Leere Sepharose-Beads dienten als 
Negativkontrolle. Nach mehreren Waschschritten wurden die Proben mit Antikörper gegen Arf11 und δ-
COP durch Western-Blot analysiert. 
 
Insgesamt konnten drei Bindungsstellen innerhalb der Arf1 Sequenz identifiziert 
werden, die mit Untereinheiten des Coatomer-Komplexes spezifische 
Wechselwirkungen eingehen. Im anschließenden Experiment sollte untersucht werden, 
ob die Wechselwirkungen von I46, I49 und Y167 mit den unterschiedlichen Coatomer-
Untereinheiten gleichzeitig oder sequentiell nach einer bestimmten Abfolge stattfinden. 
Dazu wurden durch ortsspezifische Mutagenese die an den Coatomer-Interaktionen 
beteiligten Aminosäurereste durch Alanin-Reste ausgetauscht und die veränderten Arf1 
Varianten in einem Cotaomer Rekrutierungs-Experiment an Golgi-Membranen 
eingesetzt (Abbildung 32 oben). Die Arf1 Varianten mit nur einer Punktmutation, Arf1-
I46A, -I49A und -Y167A, zeigten nur eine geringe Verminderung in der Coatomer 
Rekrutierungs-Effizienz im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 32 unten). Im 
Gegensatz dazu war die Fähigkeit, Coatomer an die Golgi-Membranen zu rekrutieren 
bei den Arf1 Varianten, bei denen alle drei Positionen ausgetauscht waren, deutlich 
verringert. Dies lässt vermuten, dass alle drei Positionen gleichzeitig mit den 
entsprechenden Coatomer Untereinheiten interagieren. Eine vollständige Unterbrechung 
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der Coatomer Interaktion konnte, wie erwartet, bei keiner der Arf1 Varianten 
festgestellt werden, da die identifizierten Aminosäuren-Reste sicherlich nur einen 
Teilbereich der Bindungsstelle ausmachen. 
 
 
 
 
 
Abbildung 32: Untersuchung der Interaktions-Abfolge zwischen den Positionen I46, I49 und Y167 in 
Arf1 und Coatomer. Die angegebenen Arf1 Varianten wurden zusammen mit Coatomer und Golgi-
Membranen inkubiert. Die Membranen wurden anschließend mit Western Blot gegen β`-COP, Arf1 und 
p23 analysiert (oben). Das Verhältnis zwischen den Arf1 Signalen und β`-COP Signalen wurde berechnet 
und zu den Werten von Arf1-WT normalisiert (unten, n = 4). p23 diente zur Überprüfung der eingesetzten 
Golgi-Mengen. 
 
3 Diskussion 73 
3 Diskussion 
 
Arf1 spielt eine zentrale Rolle in der COPI Vesikel-Biogenese. In bisherigen Studien 
konnte gezeigt werden, dass Arf1 zu den Komponenten eines Minimalsystems gehört, 
die notwendig sind, um COPI Vesikel in einem in vitro System an synthetisch 
hergestellten Liposomen zu generieren (Nickel et al., 1999). In einem daraus 
entwickelten hypothetischen Modell wird das überwiegend im Cytosol vorliegende 
Arf1-GDP durch die Transmembranproteine der p24 Familie an die Membran rekrutiert. 
Erst dann kann der Austausch von GDP zu GTP, katalysiert durch ein spezifisches 
GEF-Protein, stattfinden und Arf1-GTP über die C-terminale, amphiphatische Helix 
sowie den Myristoyl-Schwanz stabil an die Membranen binden. Gleichzeitig wird die 
Interaktion zwischen Arf1-GTP und den p24 Proteinen unterbrochen und der 
sogenannte priming complex gebildet. Dieser Komplex vermittelt die Rekrutierung von 
Coatomer aus dem Cytosol durch direkte Interaktion von Arf1-GTP und p24 Proteinen 
mit Untereinheiten von Coatomer und ermöglicht somit dessen Polymerisierung an der 
Membran. In dieser Arbeit wurde die Rolle von Arf1 während der initialen Prozesse der 
COPI Vesikel-Bildung untersucht. Hierzu gehören die Analyse der Rekrutierung von 
Arf1-GDP an die Golgi-Membran durch die Proteine der p24 Familie, sowie die 
Identifizierung und Charakterisierung der Interaktionen von Arf1-GTP während der 
Rekrutierung des Coatomer-Komplexes.  
 
3.1 Membranrekrutierung von Arf1-GDP durch p24 Proteine 
 
3.1.1 Direkte Interaktionen zwischen homo- und heterodimeren p24 
Proteinen und Arf1-GDP 
 
Die sättigbare Bindung von Arf1 an Golgi-Membranen war einer der ersten Hinweise 
für die Existenz eines transmembranen Rezeptorproteins für Arf1 (Helms et al., 1993). 
Nachdem Proteine der p24 Familie in COPI und COPII Vesikel angereichert 
nachgewiesen werden konnten (Stamnes et al., 1995; Schimmoller et al., 1995; Sohn et 
al., 1996), wurde eine Beteiligung dieser Transmembranproteine an der Rekrutierung 
von Arf1 vermutet. Crosslink-Experimente mit einem photolabilen Peptid der 
cytoplasmatischen Domäne von p23 bekräftigten diese Annahme (Gommel et al., 
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2001). Interessanterweise konnte eine Interaktion zwischen Peptid und Arf1 nur dann 
festgestellt werden, wenn das p23 Peptid in einem dimeren Zustand vorlag und wenn 
Arf1 in der inaktiven GDP-Form eingesetzt wurde. Kompetitionsexperimente an Golgi-
Membranen mit monomeren und dimeren Peptiden der p24 Proteinfamilie zeigten, dass 
die Bindung von Arf1 an die Membranen durch dimeres p23 oder p24 Peptid verhindert 
werden kann. Alle monomere Peptide, aber auch die dimeren Formen von p25, p26 und 
p27 beeinflussten die Arf1 Bindung an die Membranen nicht. In vivo durchgeführte 
FRET-Analysen (Majoul et al., 2001) sowie Bindungsstudien mit entsprechenden 
Komponenten aus Pflanzenzellen (Contreras et al., 2004) bestätigten, dass die 
Interaktion zwischen p23 und Arf1 vom Nukleotidzustand von Arf1 abhängig ist. Eine 
Interaktion von p23 mit Arf1-GTP konnte auch hier in beiden Fällen nicht festgestellt 
werden.  
Zur genaueren Untersuchung der Interaktionen zwischen Arf1 und den Proteinen der 
p24 Proteinfamilie wurde in dieser Arbeit das SPR-System eingesetzt. Im Gegensatz zu 
den bisherigen Kompetitionsexperimenten können mit Hilfe der SPR-Technologie die 
Bindungen aller in Säugerzellen vorkommenden p24 Proteine mit Arf1 direkt analysiert 
werden. Außerdem können die Bindungsvorgänge in Echtzeit gemessen sowie die 
Bindungskinetiken berechnet werden. 
Im SPR-System zeigten nur die dimeren Formen von p23 und p24 Interaktion mit Arf1-
GDP. Alle monomeren Peptide sowie die dimeren Formen von p25 und p27 zeigten 
keine Wechselwirkung mit Arf1-GDP. Die ermittelten Dissoziationskonstanten (KD) 
lagen in beiden Fällen in einem Bereich von etwa 10 µM, was auf eine schwache 
Bindung schließen lässt. Bestätigt wird dies durch den Kurvenverlauf der 
Sensogramme, die sehr schnelle Assoziationsphasen und Dissoziationsphasen 
aufweisen. Somit wäre vorstellbar, dass das überwiegend in cytosolischer Form 
vorliegende Arf1-GDP zwar sehr schnell, aber nur schwach an die dimeren, 
cytoplasmatischen Domänen von p23 und p24 binden kann. Wenn sich dann ein 
Nukleotidaustauschfaktor (GEF) an derselben Membranposition befindet, kommt es 
zum Austausch von GDP mit GTP und einer damit verbundenen Konformations-
änderung in die aktive GTP-Form. Die transiente Bindung zu p24 Proteinen wird gelöst, 
und das Arf1 Protein assoziiert stabil mit der Golgi-Membran. Ohne Nukleotid-
austauschfaktor könnte Arf1-GDP somit wieder schnell ins Cytosol freigelassen 
werden, sodass sich ein Gleichgewichtszustand zwischen freiem Arf1-GDP und 
gebundenem Arf1-GDP einstellt. Ähnliches ist auch bei der Rekrutierung von Coatomer 
über Arf1-GTP und die p24 Proteine zu erwarten (Bethune et al., 2006). Coatomer prüft 
wahrscheinlich die Membranoberfläche durch schwache Interaktionen der γ-
Untereinheit mit dimeren, cytoplasmatischen Domänen der p24 Proteine. Dabei liegen 
die Bindungsaffinitäten wie im Falle von Arf1-GDP bei etwa 10 µM (Bethune et al., 
2006). Eine stabile Bindung von Coatomer an die Golgi-Membran erfolgt aber erst, 
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wenn Coatomer gleichzeitig mit beiden Proteinen, Arf1-GTP und den p24 Proteinen, 
interagieren kann. 
Insgesamt passen diese in vitro Ergebnisse zu Untersuchungen, bei denen die Existenz 
von homo- und heterodimeren Formen der p24 Protein im ER und Golgi-Apparat der 
Zellen nachgewisen werden konnte. So wurden homodimere Formen im Falle der p24 
Proteine p23, p24 und p25 durch Zellfraktionierungen und Gelfiltrationen festgestellt 
(Jenne et al., 2001). Homodimeres p27 trat dabei in nur sehr geringen Mengen auf, eine 
homodimere p26 Form konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Bestätigt wurden 
diese Untersuchungen durch in vivo FRET-Analysen (Christoph Rutz, Doktorarbeit, 
2007). Da jedoch monomeres p26 in Golgi und ER in hohen Konzentrationen vorliegt 
(Jenne et al., 2001) und Bindungs-Studien eine Interaktion zwischen dimeren p26 
Peptiden und der γ-COP Untereinheit von Coatomer zeigten, ist die Existenz von 
dimeren p26 Proteinen zwar unwahrscheinlich, aber nicht gänzlich auszuschließen. Aus 
diesem Grund wurden auch dimere p26 Peptide mit der SPR-Methode überprüft, es 
konnten jedoch keine Interaktionen mit Arf1-GDP festgestellt werden. 
Neben homodimeren Formen der p24 Proteine konnten auch Heterodimere sowohl mit 
Hilfe von Koimmunpräzipitationen mit spezifischen Antikörpern als auch mit FRET-
Analysen nachgewiesen werden (Fullekrug et al., 1999; Jenne et al., 2001; Majoul et 
al., 2001). So kann p27 mit p23, p24, p25, und p23 mit p24 Heterodimere ausbilden. 
Die Untersuchungen der Interaktionen dieser Heteropeptide mit Arf1-GDP ergaben, 
dass p23/p24 und p23/p27 mit einer KD von etwa 10-5 M eine ähnliche Affinität zu 
Arf1-GDP aufweisen wie homodimere p23 oder p24 Peptide. Das Heteropeptid p24/p27 
interagiert ebenfalls mit Arf1-GDP aber hat mit etwa 5x 10-5 M eine etwas geringere 
Bindungsaffinität als dimeres p23 oder p24. Betrachtet man die Bindungsvorgänge im 
Detail, so finden sich bei den Heterodimeren wie bei dimeren p23 oder p24 Peptiden 
ähnlich schnelle Assoziations- und Dissoziationsphasen wieder. In Kompetitions-
experimenten an Golgi-Membranen wurden diese Ergebnisse nur teilweise bestätigt. So 
verhinderten nur p23/p24 und p23/p27 die Bindung von Arf1-GDP an die Membranen, 
eine Präinkubation mit p24/p27 zeigte hingegen keinen Einfluss auf die 
Membranbindung von Arf1. Möglicherweise ist dies auf die etwas geringere Affinität 
dieses Heteropetids zu Arf1-GDP zurückzuführen und könnte darauf hinweisen, dass 
diese Kombination physiologisch von geringerer Relevanz ist.  
Somit ist festzuhalten, dass p24 Proteine in monomerer Form nicht mit Arf1-GDP 
interagieren können. Eine Schlüsselrolle in der Rekrutierung von Arf1-GDP spielen p23 
und p24. Beide Proteine sind in der Lage, in homodimerer Form mit Arf1-GDP in einer 
schnellen und transienten Wechselwirkung zu interagieren. Außerdem existieren beide 
Proteine als Heteropeptid in Kombination mit p27 und können letzteres aktivieren, 
sodass p23/p27 und mit geringerer Affinität auch p24/p27 als Arf1-Rezeptoren dienen 
können. Das Heteropeptid p23/p24 läßt die gleichen Bindungskinetiken erkennen wie 
3 Diskussion 76 
homodimeres p23 oder p24. Beide Proteine scheinen damit in ihrer Kombination 
gegeneinander austauschbar zu sein. 
 
3.1.2 Coatomer Aggregation durch heterodimere p24 Proteine   
 
Die Bindung aller p24 Proteine in homodimerer Form an Coatomer konnte mit Hilfe 
eines ELISA-ähnlichen Bindungstests gezeigt werden (Bethune et al., 2006). Die 
monomeren Formen der p24 Proteine interagieren hingegen mit Ausnahme von p25 
nicht mit Coatomer. Als Interaktionspartner der dimeren p24 Proteine wurde sowohl die 
Trunk-Domäne als auch die Appendage-Domäne von γ-COP identifiziert. Außerdem 
konnte eine Präzipitation des Coatomer-Komplexes beobachtet werden, wenn letzterer 
mit homodimeren p23 oder p24 Peptiden inkubiert wurde (Reinhard et al., 1999; 
Bethune et al., 2006; Langer et al., submitted). Limitierte Proteolyse in Gegenwart der 
Peptide führte zu der Annahme, dass dimeres p23 oder p24 eine 
Konformationsänderung im Coatomer veranlasst und damit zur Aggregation der 
Komplexe führt. In dieser Arbeit wurden alle bisher bekannten Heterodimere der p24 
Proteinfamilie auf ihre Fähigkeit getestet, Coatomer zu präzipitieren. Nur diejenigen 
Heterodimere, die auch mit Arf1-GDP interagieren können, führten zur Coatomer-
Aggregation. Die Heterodimere p23/p24 und p23/p27 zeigten eine ähnliche Effizienz 
wie homodimeres p23. Das Heterodimer p24/p27 präzipitierte Coatomer hingegen mit 
einer etwa 50 %ig reduzierten Effizienz. Vergleicht man dies mit den Untersuchungen 
der Interaktionen mit Arf1-GDP, so korrelieren die Ergebnisse der Coatomer-
Präzipitation mit der Arf1-GDP Bindung: p24/p27 bindet zwar an Arf1-GDP, aber 
schwächer als dimeres p23, p24, p23/p24 oder p23/p27.  
Zusammengefasst konnte durch diese Arbeit die Funktion der p24 Proteinfamilie 
während der COPI Vesikel-Biogenese tiefgehender untersucht werden. Die Mitglieder 
p23 und p24 übernehmen dabei eine zentrale Funktion. In dimerer Form vermitteln p23 
und p24 die Rekrutierung von Arf1-GDP an die Golgi-Membranen. Darüber hinaus 
interagieren sie über die γ-COP Untereinheit mit Coatomer, was zu einer 
Konformationsänderung im Coatomer-Komplex führt. Die Konformationsänderung 
führt zur Polymerisation des Hüllproteinkomplexes an der Membranoberfläche. Diese 
Aufgaben übernehmen p23 und p24 auch als Heterodimere in Form von p23/p24 oder 
aber jeweils in Kombination mit p27 als p23/p27 oder p24/p27 Protein. Das im Golgi 
und ER in nur sehr geringen Mengen vorkommende p27 Dimer ist hingegen nicht in der 
Lage, Arf1-GDP zu rekrutieren. Es führt außerdem zu keiner Konformationsänderung 
im Coatomer-Komplex, obwohl es letzteren über die γ-COP Untereinheit binden kann 
(Bethune et al., 2006). Damit scheint dimeres p27 durch Wechselwirkungen mit der 
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Appendage-Domäne von γ-COP nur zur Stabilisierung des Coatomer-Komplexes an der 
Membran beizutragen. Die Tatsache, dass die Trunk-Domäne von γ-COP nach 
Inkubation mit dimerem p23 Peptid präzipitiert (Bethune et al., 2006), weist darauf hin, 
dass diese Bindestelle für p24 Proteine sowohl am Rekrutierungs- als auch am 
Polymerisierungs-Prozess beteiligt sein muss. Die Existenz von homo- oder 
heterodimeren p26 konnte bislang weder in vitro noch in vivo nachgewiesen werden. Da 
monomeres p26 keine Interaktionen mit Arf1-GDP oder Coatomer zeigt, könnte p26 
lediglich als Platzhalter innerhalb der Golgi-Membran fungieren. Es ist jedoch nicht 
gänzlich auszuschließen, dass p26 über sehr schnelle, transiente Wechselwirkungen 
doch Heterodimere oder Homodimere ausbildet. In diesem Fall könnte p26 aber, wie 
auch p27, nur eine stabilisierende Funktion übernehmen, da homodimere p26 Peptide 
nicht mit Arf1-GDP interagieren können und die Bindung an Coatomer keine 
Aggregation auslöst. 
Alle Mitglieder der p24 Proteinfamilie zyklisieren zwischen Golgi und ER (Nickel et 
al., 1997; Gommel et al., 1999; Blum et al., 1999; Fullekrug et al., 1999; Emery et al., 
2000; Jenne et al., 2001) aber nur p25 besitzt ein echtes KKXX Rückführungs-Signal. 
Gleichzeitig ist p25 das einzige Mitglied dieser Proteinfamilie, das Coatomer als 
Monomer an einer α/β'-COP Position binden kann, die als Bindestelle für ER-residente 
Proteine identifiziert werden konnte (Bethune et al., 2006). Eine Beteiligung von p25 
bei der Rekrutierung von Arf1-GDP oder bei der Polymerisation von Coatomer konnte 
hingegen weder in monomerer noch in homo- oder heterodimerer Form festgestellt 
werden. p25 scheint weniger an der COPI-Bildung beteiligt zu sein, vielmehr bewahrt 
es wahrscheinlich andere p24 Proteine durch die Bildung von Heterodimeren vor dem 
Verlassen des sekretorischen Weges (zusammengefasst in Bethune et al., 2006). 
Die Mitglieder der p24 Proteinfamilie übernehmen somit vielfältige Funktionen im 
COPI-vermittelten Proteintransport. Dabei spielt die jeweilige oligomere Form eine 
wichtige Rolle, was wiederum eine hohe dynamische Bewegung der p24 Proteine 
innerhalb der Membranen voraussetzt. Eine schnelle laterale Diffusion der p24 
Transmembranproteine, vielleicht ausgelöst durch einen cytosolischen Faktor, könnte 
hierfür eine Erklärung sein. Jedoch konnte die naheliegende Vermutung, dass der 
Nukleotidaustausch von Arf1-GDP zu Arf1-GTP diesen Prozess auslöst, nicht bestätigt 
werden (Christoph Rutz, Doktorarbeit, 2007).  
Trotz der zentralen Rolle der p24 Familie während der COPI Vesikel-Biogenese konnte 
die Existenz von COPI Vesikeln nachgewiesen werden, die keine p24 Proteine 
enthielten (Malsam et al., 2005). Somit muss davon ausgegangen werden, dass die 
Funktionen der p24 Proteine auch von anderen Faktoren übernommen werden können. 
Das erst kürzlich als alternativer Arf1-GDP Rezeptor nachgewiesene v-SNARE 
Membrin (Honda et al., 2005), oder aber auch Phospholipide in der Golgi-Membran 
(DeMatteis et al., 2005), könnten auf diese Weise die Rekrutierung von Arf1-GDP 
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übernehmen. Inwieweit diese Prozesse vielleicht von der Zusammensetzung der Golgi-
Membran oder aber auch von den unterschiedlichen Coatomer-Isotypen abhängig sind, 
bleibt zu untersuchen. 
 
3.2 Multiple und und sequentielle Interaktionen zwischen 
Arf1-GTP und Coatomer 
 
Mit Hilfe photolabiler Arf1 Derivate konnten in unserer Arbeitsgruppe direkte 
Interaktionen zwischen der switch 1 Region von Arf1 und den Coatomer Untereinheiten 
β- und γ-COP nachgewiesen werden (Zhao et al., 1997; Zhao et al., 1998). Die 
photolabilen Arf1 Derivate wurden hierzu durch ein in vitro Translations-System 
generiert und anschließend in Bindungsstudien und Photocrosslink Experimenten mit 
isoliertem Coatomer und Golgi-Membranen eingesetzt. Der Nachweis der 
Interaktionspartner von Arf1 erfolgte durch Immunpräzipitationen und Western Blot 
Analyse mit Antikörpern gegen Arf1 oder die Untereinheiten von Coatomer. Ein 
Nachteil bei dieser Methode ist, dass durch das in vitro Translations-System nur geringe 
Mengen an photolabilen Arf1 Derivaten generiert werden können. Dementsprechend ist 
auch die Menge an Crosslinkprodukten sehr gering und die Methoden zur 
Identifizierung und Charakterisierung der Interaktionspartner beschränkt.  
Hier wurden erstmals photolabile Arf1 Proteine eingesetzt, die mit Hilfe eines neuen in 
vivo Systems aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schultz (Scripps Institute, La Jolla) in 
E. coli Zellen exprimiert werden konnten (Wang et al., 2001; Xie und Schultz, 2006). 
Dabei wurde das photolabile Phenylalanin-Derivat p-Benzoyl-phenylalanin (Bp) an 
bestimmten Positionen der Arf1 Sequenz anstelle einer Wildtyp Aminosäure eingebaut. 
Nach Anregung durch UV-Licht mit einer Wellenlänge von 366 nm reagiert die 
Benzophenon-Gruppe des Bp mit C-H-Bindungen, die sich in der Nähe von 3 Å 
befinden (Brunner, 1993).  Die Vorteile gegenüber dem Einsatz chemischer Crosslinker 
sind zum einen die Eigenschaft, keine bestimmte chemische Gruppe selektiv zu 
bevorzugen und zum anderen die Möglichkeit, die genaue Position der Bindungsstellen 
innerhalb des Proteins zu identifizieren. Außerdem können im Gegensatz zum in vitro 
Translations-System mit dieser Technik photolabile Arf1 Proteine im mg-Bereich 
hergestellt werden. Auf Grund der damit zu erwartenden erhöhten Menge an 
Crosslinkprodukten ist der Einsatz von Techniken aus der Proteom-Analyse wie 
MALDI-TOF oder ESI zur Identifizierung der Crosslinkpartner möglich.  
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3.2.1 GTP-abhängige Interaktionen von Arf1 mit Coatomer 
 
Die Funktionalität der photolabilen Arf1 Derivate wurde zu Beginn der Untersuchungen 
durch Bindungsstudien an isolierten Golgi-Membranen überprüft. Alle Derivate 
konnten dabei in ähnlichen Mengen wie Arf1 Wildtyp an die Membranen binden. Durch 
den Einsatz von GTPγS anstelle von GDPβS konnte die Menge an Membran-
gebundenem Arf1 jeweils um das dreifache gesteigert werden. Dieser Wert korreliert 
mit früheren Studien, bei denen radioaktives Arf1 eingesetzt wurde und ebenfalls eine 
Nukleotid-abhängige Bindung von Arf1 an Membranen nachgewiesen werden konnte 
(Helms et al., 1993). Die Erklärung hierfür liegt in der transienten Bindung von Arf1-
GDP an die cytoplasmatischen Domänen dimerer p24 Proteine und der anschließenden 
Konformationsänderung von der inaktiven GDP- zur aktiven GTP-Form, katalysiert 
durch ein spezifisches GEF-Protein. Dies bewirkt ein Ausklappen der amphiphatischen 
Helix sowie der Myristoyl-Gruppe von Arf1 und erlaubt, im Vergleich zu Arf1-GDP, 
eine stabilere Bindung von Arf1-GTP an die Membran. Die photolabilen Arf1 Derivate 
können somit als funktionelle Arf1 Proteine bezeichnet werden, da diese sowohl in 
löslicher Form exprimiert werden konnten, als auch die Nukleotid-abhängige und 
enzymatisch katalysierte Membran-Bindung aufweisen, d.h. den Nukleotid-abhängigen 
" GTP-switch " durchführen. 
Durch den Einsatz der in vitro hergestellten, photolabilen Arf1 Derivate konnte in 
unserer Arbeitsgruppe eine Interaktion von Arf1-GTP mit den Untereinheiten β- und γ-
COP identifiziert werden (Zhao et al., 1997; Zhao et al., 1998). Die photolabile 
Aminosäure Tmd-Phe (L-4’-(3-trifluoromenthyl-3H-diazirin-3-yl)-Phenylalanin) wurde 
dabei anstelle von Wildtyp-Aminosäuren an bestimmten Positionen der Arf1-Sequenz 
eingebaut. Als Bindestellen für die Untereinheiten β- und γ-COPI wurden die 
Positionen 46 und 49  innerhalb der switch 1 Region von Arf1 identifiziert. Zusätzlich 
wurde gezeigt, dass die Position 82 innerhalb der switch 2 Region als weitere 
Bindestelle für β-COP dienen kann. Die hier durchgeführten Crosslink-Experimente mit 
in vivo hergestellten Arf1 Derivaten und Bp als photolabiler Aminosäure bestätigten 
diese Ergebnisse nur zum Teil. So interagiert Arf1-I46-Bp nur mit der β-COP 
Untereinheit und Arf1-I49-Bp nur mit der γ-COP Untereinheit. Ein Arf1 Derivat mit Bp 
an der Position 82 zeigte hingegen keinerlei Interaktionen mit diesen Coatomer-
Untereinheiten. Der Grund hierfür könnte in den unterschiedlichen physikochemischen 
Eigenschaften der photolabilen Aminosäure-Derivate (Tmd)Phe und Bp liegen. 
Bekräftigt wird diese Vermutung dadurch, dass auch Crosslink-Experimente mit in vitro 
hergestellten Arf1 Proteinen und mit Bp anstelle von (Tmd)Phe an Position 82 keine 
kreuzvernetzten Produkten ergaben (Fischer et al., 2000). Es ist somit durchaus 
vorstellbar, dass (Tmd)Phe wegen seiner höheren Polarität stärker durch 
Wechselwirkungen mit der wässrigen Umgebung aus der nur wenig exponierten 
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Position 82  herausgezogen wird als das eher hydrophobe Bp. Da nun die Positionen 46 
und 49 als Bindungsstellen für unterschiedliche Coatomer-Untereinheiten dienen, muss 
der Coatomer Subkomplex β/γ/ζ  (Fiedler et al., 1996) in einer dicht gepackten Form 
vorliegen. Durch die stärkere Exponierung von (Tmd)Phe sind unspezifische 
Interaktionen zwischen Arf1-(Tmd)Phe 82 und β-COP sowie Arf1-(Tmd)Phe 46 mit γ-
COP und Arf1-(Tmd)Phe 49 mit β-COP denkbar. Andererseits ist nicht gänzlich 
auszuschließen, dass auch die Pos 82 mit der β-COP Untereinheit interagiert. Im 
Clathrin-System konnten durch yeast-two hybrid Studien Wechselwirkungen zwischen 
der switch 2 Region von Arf1 und ε-Adaptin, einer zu β-COP strukturähnlichen 
Untereinheit von AP4, festgestellt werden (Boehm et al., 2001). Bei Untersuchungen 
der Interaktionen von Arf1 mit β- und γ-COP homologen Untereinheiten aus AP1 und 
Ap3 wurden allerdings nur die Positionen 46 und 49 innerhalb von switch 1 als 
Bindestelle identifiziert. Insgesamt ist davon auszugehen, dass Position 46 eindeutig als 
Bindestelle für β-COP und Position 49 als Bindestelle für γ-COP dient. Hingegen ist die 
Beteiligung der switch 2 Region an diesen Interaktionen eher fraglich. 
Neben den GTP-abhängigen Interaktionen von Arf1 mit β-COP konnte eine weitere 
Interaktion von Arf1-I46 mit β'-COP sowie ein Crosslinkprodukt zwischen Arf1-Y167 
und δ-COP identifiziert werden. Die Effizienz der Kreuzvernetzung an β'-COP war 
dabei wesentlich geringer als bei den anderen Crosslinkprodukten. So wurden etwa 60 
% von β-COP und 50 % von γ-COP nach UV Belichtung kovalent an Arf1-I46-Bp bzw. 
Arf1-I49-Bp. Die δ-COP Untereinheit wurde sogar fast zu 100 % an ArfY-167 
gebunden und kreuzvernetzt. Im Vergleich dazu betrug die Crosslink-Rate von β'-COP 
an Arf1-I46-Bp lediglich 5 % und war somit sehr schwach. Damit scheint die 
Interaktion zwischen Arf1 und β'-COP bei der Rekrutierung von Coatomer eine eher 
untergeordnete Rolle zu spielen, im Gegensatz zur Arf1 Interaktion mit β-, γ- oder δ-
COP. Im Clathrin-System konnten bisher keine Interaktionen zwischen Arf1 und den 
schweren Ketten des Clathrins nachgewiesen werden. Letztere weisen eine funktionelle 
Ähnlichkeit zu den Coatomer Untereinheiten α- und β'-COP auf. Auch bei Crosslink-
Experimenten mit photolabilen Arf1 Derivaten sowie isolierten Golgi-Membranen oder 
trans-Golgi angereicherten Fraktionen und Cytosol wurden nach Überprüfung durch 
Western Blot und Antikörpern gegen die schweren oder leichten Ketten von Clathrin 
keine Crosslinkprodukte festgestellt. Im Falle der δ-COP ähnlichen Clathrin-
Untereinheiten µ1 und µ3 der Adapor-Proteine AP1 und AP3 (McMahon und Mills, 
2004) sind bisher ebenfalls keine Interaktionen mit Arf1 bekannt. Lediglich eine yeast-
two hybrid Studie weist auf eine mögliche Wechselwirkung zwischen Arf1 und der µ4 
Untereinheit von AP4 hin (Boehm et al., 2001). Nach Crosslink-Experimenten und 
Western Blot mit spezifischen Antikörpern gegen die Adaptor-Untereinheiten µ1 und 
µ3 konnten keine Crosslinkprodukte mit Arf1 detektiert werden. Damit können trotz 
funktioneller und struktureller Ähnlichkeiten weitere Unterschiede in der Rekrutierung 
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des Coatomer- und des Clathrin/Adaptor-Komplexes  durch Arf1 festgestellt werden, 
bei der Coatomer en bloc und der Clathrin/Adaptor-Komplex sequentiell über Arf1 an 
die Membranen gebunden werden (Lowe und Kreis, 1996 ). Bei dieser Betrachtung ist 
allerdings zu berücksichtigen, dass auch die Interaktionen zwischen Arf1 und β'-COP 
nur sehr schwach sind und für eine genauere Analyse der Interaktionen zwischen Arf 
und Clathrin/Adaptoren weitere, spezifischere Untersuchungsmethoden angewendet 
werden müssen.  
 
3.2.2 Arf1-GTP interagiert mit den Trunk-Domänen von β- und γ-COP 
Eine nähere Charakterisierung der Interaktionen von Arf1-GTP mit β- und γ-COP war 
mit Hilfe der in vitro hergestellten Derivate auf Grund der schwachen Crosslink-
Effizienz nicht möglich. Erst durch den Einsatz der in vivo exprimierten, photolabilen 
Arf1 Derivate konnten in dieser Arbeit die Trunk-Domänen von β- und γ-COP als 
Bindungsstelle für Arf1-GTP identifiziert werden. Obwohl die Struktur des Coatomer-
Komplexes bisher nicht aufgeklärt werden konnte, ist davon auszugehen, dass die 
Coatomer-Untereinheiten eine strukturelle Ähnlichkeit zu den Untereinheiten des 
Clathrin/Adaptor-Komplexes aufweisen. So werden, wie erwähnt, strukturelle 
Homologien zwischen β-, γ-, δ-, ζ-COP und den entsprechenden Adaptinen γ (oder α, δ 
bzw. ε) β, µ und σ vermutet (McMahon und Mills, 2004). Dabei konnte in Studien, die 
ähnlich zu den hier beschriebenen Crosslink-Untersuchungen durchgeführt wurden, 
direkte Interaktionen zwischen der switch 1 Region von Arf1-GTP mit den Trunk-
Domänen von γ- und β- Adaptin von AP1 und den Trunk-Domänen der β3- und δ-
Adaptine von AP3 festgestellt werden (Austin et al., 2002). Außerdem zeigten yeast-
two hybrid Studien eine GTP abhängige Wechselwirkung zwischen der switch 1 und 
switch 2 Region mit ε-Adaptin, einem der β-COP Untereinheit strukturell ähnlichen 
Adaptine von AP4 (Boehm et al., 2001). Somit ist davon auszugehen, dass Arf1 sowohl 
Coatomer als auch den Clathrin/Adaptor-Komplex in einem sehr ähnlichen, wenn auch 
nicht identischen, Prozess an die Membranen rekrutiert. Daher liegt die Vermutung 
nahe, dass Arf1 trotz seiner Schlüssel-Funktion in der Vesikel-Biogenese nicht, oder 
zumindest nicht alleine, für die Kompartimenten-Spezifizierung verantwortlich ist. 
Unterstützt wird diese Annahme von unterschiedlichen Studien, die darauf hinweisen, 
dass zusätzlich zu Arf1 weitere Komponenten daran beteiligt sind, die korrekten 
Hüllproteine an spezifische Membransysteme zu lokalisieren. Hierzu gehören 
wahrscheinlich Phosphoinositide, Transmembranproteine oder aber auch andere 
cytosolische Faktoren (Wang et al., 2003; Bremser et al., 1999; Zhu et al., 1999).     
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3.2.3 Abfolge der Interaktionen zwischen Arf1 und Coatomer 
 
Mit Hilfe von rekombinantem δ-COP konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 
Bindung an Arf1 unabhängig von dessen Nukleotidzustand ist. Im Gegensatz dazu wird 
der Coatomer-Komplex nur durch Arf1-GTP an die Membranen rekrutiert und bindet 
nicht an Arf1-GDP. Dies macht wahrscheinlich, dass die Bindungsstelle an δ-COP nicht 
frei zugänglich ist. Entsprechend würden die Wechselwirkungen von Arf1-GTP mit den 
Untereinheiten β- und γ-COP zu einer Konformations-Änderung im Coatomer-Komplex 
führen und so die Interaktionen zwischen Arf1-GTP und δ-COP ermöglichen. Bekräftigt 
wird diese Annahme durch die Tatsache, dass sich die Bindungsstelle für δ-COP in Arf1 
an Position 167 befindet, eine Region, die nicht von der GDP-GTP Konformations-
Änderung betroffen ist. Zum anderen ist auch die Interaktion zwischen Arf1 und der µ4 
Untereinheit von AP4 im Clathrin-System nicht vom Nukleotidzustand von Arf1 
abhängig (Boehm et al., 2001). 
Zusammengefasst konnten hier insgesamt drei bzw. vier Untereinheiten des Coatomer-
Komplexes identifiziert werden, die mit Arf1 interagieren. Dafür wurden 
Bindungsstudien und Crosslink-Experimente verwendet, bei denen die einzelnen 
Komponenten für 15 min miteinander inkubiert und anschließend für weitere 45 min 
mit UV-Licht bestrahlt wurden. Zudem wurden die Experimente unter GTPγS-
Bedingungen durchgeführt, d.h. in Gegenwart eines nicht hydrolysierbarem GTP 
Derivates. Daher ist davon auszugehen, dass der an Arf1-GTP gebundene Coatomer 
nicht mehr freigelassen wird bzw. abdissoziiert, und dass auf Grund der langen 
Inkubationszeiten durch diese Studien nur der Endzustand der Arf1-Coatomer 
Interaktionen beobachtet wird. Mutationen innerhalb der Arf1-Bindungsstellen konnten 
zeigen, dass keine der Bindungspositionen in Arf1 präferiert wird. Dies lässt auf eine 
gleichzeitige Interaktion der Untereinheiten von Coatomer mit Arf1-GTP schließen. Die 
Bindung von Coatomer an Arf1 erfolgt möglicherweise durch eine gleichzeitige 
Interaktion der Untereinheiten β- und γ-COP mit Arf1-GTP, was zur Öffnung der δ-
COP Bindungsstelle führen könnte und damit die Bindung von Arf1-GTP an δ-COP 
erlaubt.  
Die Beobachtungen der Arf1-Coatomer Interaktionen lassen sich im folgenden Modell 
darstellen (Abbildung 33): Nach der Aktivierung von Arf1-GDP zu Arf1-GTP an der 
Golgi-Membran interagiert Arf1 durch die switch 1 Region mit den Trunk-Domänen 
der Coatomer-Untereinheiten β- und γ-COP. Diese gleichzeitig stattfindenden 
Interaktionen führen zu einer Konformationsänderung im Coatomer-Komplex. Erst 
dann wird die δ-COP Bindungsstelle für Arf1-GTP frei zugänglich, eine Interaktion 
zwischen δ-COP und Arf1-GDP ist somit ausgeschlossen. 
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Abbildung 33: Arf1-Coatomer Interaktionen. Nach der Aktivierung von Arf1 durch ein GEF-Protein 
bindet Arf1-GTP stabil an die Golgi-Membran (1). Anschließend rekrutiert Arf1-GTP den Coatomer-
Komplex durch direkte Interaktionen mit den Trunk-Domänen der Untereinheiten β- und γ-COP (2). 
Diese Interaktion führt zu einer Konformationsänderung im Coatomer-Komplex, sodass die 
Bindungsstelle an δ-COP für Arf1-GTP zugänglich wird (3). 
 
3.2.4 Mögliche Funktionen von Arf1 während der Polymerisierung von 
Coatomer 
Die Untersuchung eines weiteren Crosslinkproduktes des photolabilen Arf1 Derivates 
Arf1-I46-Bp ergab erste Hinweise darauf, dass mehr als ein Arf1 Molekül an Coatomer 
binden kann. Nähere Analysen des Crosslinkproduktes mittels ESI-Massen-
spektrometrie, Immunpräzipitation und Western Blot lassen dabei vermuten, dass 
mindestens zwei Arf1 Moleküle an die β-COP Untereinheit binden können. In diesem 
Fall wären zwei unterschiedliche Interaktions-Varianten denkbar: Eine Arf1/Arf1/β-
COP Interaktion oder eine Arf1/β-COP/Arf1 Interaktion. Letztere würde zwei 
Bindestellen innerhalb der Trunk-Domäne von β-COP voraussetzen, da Interaktionen 
zwischen Arf1 und der Appendage-Domäne ausgeschlossen werden können. Die erste 
Variante wäre auf eine Oligomerisierung bzw. sehr dichte Anlagerung der Arf1 
Moleküle auf der Membran zurückzuführen, die die Polymerisierung der Coatomer-
Komplexe bei der Vesikel-Bildung unterstützen. Daraus ergeben sich zwei 
unterschiedliche Abläufe (Abbildung 34): Im ersten Modell bindet Arf1 gleichzeitig an 
β-, γ-, δ- und β'-COP, was prinzipiell möglich ist, da jede der Untereinheiten Arf1 an 
einer anderen Position bindet. Alternativ hierzu könnten auch zwei benachbarte 
Coatomer-Komplexe eine Bindungsoberfläche, bestehend aus β-, γ-, δ- und β'-COP 
bilden, in die ein Arf1-GTP Molekül hineinpasst. In beiden Fällen wäre das Verhältnis 
von Arf1 zu Coatomer immer 1:1. Das zweite denkbare Modell berücksichtigt die 
Hinweise dafür, dass Arf1 auf der Membran oligomerisiert und damit gleichzeitig 
mehrere Bindungsstellen für Coatomer bereitstellt. Auch in diesem Modell könnte dabei 
ein Oligomer einen Coatomer direkt binden oder eine Brücke zwischen zwei 
3 Diskussion 84 
benachbarten Coatomer-Komplexen ausbilden. Das Verhältnis von Arf1 zu Coatomer 
wäre in beiden Fällen n:1 (n ≥ 2), was durchaus mit bisherigen Untersuchungen der 
Arf1 und Coatomer Mengen in COPI Vesikeln übereinstimmt  (Serafini et al., 1991; 
Sohn et al., 1996). 
 
 
 
Abbildung 34: Oligomerisierung von Arf1-GTP an der Golgi-Membran. A) Arf1-GTP (blau) interagiert 
gleichzeitig mit den Untereinheiten β-, γ-, δ- und β'-COP in einer 1:1 Stöchiometrie. B) Arf1-GTP 
oligomerisiert an der Membran, interagiert mit den Bindungsstellen der Untereinheiten und vermittelt 
damit die Polymerisierung von Coatomer. 
 
 
 Zusammenfassend konnten mit einer neuen in vivo Methode myristoylierte, photolabile 
Arf1 Derivate hergestellt werden, die ebenso wie Wildtyp Arf1 eine GTP-abhängige 
Bindung an Golgi-Membranen zeigen. Durch anschließende Crosslink-Experimente 
wurde die Interaktion der switch 1 Region von Arf1-GTP mit den Untereinheiten β- und 
γ-COP bestätigt und die Trunk-Domänen der beiden Untereinheiten als Bindungsstelle 
von Arf1 identifiziert. Außerdem konnten die Untereinheiten β’- und δ-COP als neue 
Interaktionspartner (siehe auch Zhe Sun, Doktorarbeit, 2007) von Arf1-GTP 
nachgewiesen werden. Nähere Untersuchungen dieser Interaktionen deuten darauf hin, 
dass die vielfältigen Wechselwirkungen von Arf1-GTP mit den unterschiedlichen 
Untereinheiten von Coatomer gleichzeitig und nicht sequentiell stattfinden. Zudem 
lieferten die Crosslink-Experimente mit diesen photolabilen Arf1 Derivaten erste 
Hinweise darauf, dass Arf1-GTP wahrscheinlich nicht in monomerer, sondern in einer 
oligomeren Form an Coatomer bindet und waren somit der Anlass für weitere 
Untersuchungen einer möglichen Arf1-Dimerisierung.  
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4 Materialien und Methoden 
4.1 Materialien 
4.1.1 Chemikalien 
Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen: 
Biorad (München), Calbiochem (Bad Soden, Taunus), Merck (Darmstadt), Roth 
(Karlsruhe), Roche (Mannheim), Serva (Heidelberg), Fluka (Taufkirchen), Qiagen 
(Hilden), Amersham-Biotech (Freiburg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen). Puffer 
wurden mit entionisiertem Millipore-Wasser hergestellt und entgast oder sterilfiltriert. 
Medien wurden mit entmineralisiertem Wasser hergestellt und anschließend 
autoklaviert. 
 
4.1.2 Peptide 
 
Name Sequenz Molekularmasse [Da] 
p23m YLRFFKAKKLIE 1712,03 
p24m YLKRFFEVRRVV 1610,94 
p25m HLKSFFEAKKLV 1445,83 
p26m LLKSFFTEKRPISRAVHS 2115,2 
p27m LLKSFFSDKRTTTTRVGS 2043,11 
p23d (CLRFFKAKKLIE)2 3300,64 
p24d (CLKRFFEVRRVV)2 3100,96 
p25d (CHLKSFFEAKKLV)2 3097,6 
p26d (CLLKSFFTEKRPISRAVHS)2 4436,4 
p27d (CLLKSFFSDKRTTTTRVGS)2 4292,0 
p23/p24 
CLRFFKAKKLIE 
CLKRFFEVRRVV 
3528,0 
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p23/p27 
CYLRRFFKAKKLIE 
CLLKSFFSDKRTTTTRVGS 
3755,14 
p24/p27 
CYLKRFFEVRRVV 
CLLKSFFSDKRTTTTRVGS 
3654,05 
p25/p27 
CHLKSFFEAKKLV  
CLLKSFFSDKRTTTTRVGS 
3488,94 
p24/p25 
CYLKRFFEVRRVV 
CHLKSFFEAKKLV 
3056,77 
Wbp1d (CSSVGKKLETFKKTN)2 3337,78 
Tabelle 3: Übersicht der eingesetzten Peptide 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Peptide wurden von Dr. Pipkorn (DKFZ) oder von 
Dr. Rackwitz (Peptide Specialty Laboratories) durch automatisierte FMOC-
Festphasensynthese hergestellt. Die Peptide wurden mittels HPLC gereinigt und 
massenspektrometrisch (MALDI-TOF) auf ihre Reinheit untersucht. Zur Herstellung 
der dimeren Peptide wurde N-terminal ein Cystein eingefügt, sodass sich unter 
Ausbildung einer Disulfidbrücke zwei Peptide oxidativ (in 10 % DMSO) zu einem 
Dimer verbinden. Die Peptide wurden in trockenem Zustand bei -80 °C gelagert und 
erst unmittelbar vor den Messungen im jeweiligen Puffer gelöst. 
  
4.1.3 Antikörper 
Die hier aufgelisteten Primär-Antikörper wurden zur Western Blot Analyse wie 
angegeben in PBS-T mit 1,5 % BSA verdünnt. Die Aufbewahrung der fertig gemischten 
Antikörper-Lösungen erfolgte bei -20 °C.  
Die Anwendung der Antikörper unter den enstprechenden Immunpräzipitations-
Bedingungen wird in den jeweiligen Kapiteln beschrieben. 
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Antigen Name Epitop Spezies Hersteller IP 
Verdünnung 
(Western 
Blot) 
α-COP 1409 B C-terminales Peptid Kaninchen 
AG 
Wieland 
+ 1:5000 
β-COP M3A5 Internes Peptid Maus 
(Allan und 
Kreis, 1986) 
+ 
1:100 ASP 
aufgereinigt 
β-COP B1.2. 
EAGELKPEEEITV 
GPVQK+ 
QSALSSSRPTKKEEDR 
Kaninchen 
AG 
Wieland 
+ 1:5000 
β’-COP 899 
C-terminales Peptid 
(LDEDILDD) 
Kaninchen 
AG 
Wieland 
+ 1:5000 
γ1/γ2-
COP 
γ-R rekombinantes γ1-COP Kaninchen 
(Pavel et al., 
1998) + 1:10000 
γ-trunk γ800 internes Peptid Kaninchen 
AG 
Wieland 
- 1:100 
γ-app. 
γ1 
(768) internes Peptid Kaninchen 
AG 
Wieland 
- 1:100 
δ-COP 877 internes Peptid Kaninchen 
AG 
Wieland 
- 1:1000 
ε-COP ε-R rekomb.-Rinder ε-COP Kaninchen 
AG 
Wieland 
- 1:5000 
ζ-COP R468.1 internes Peptid Kaninchen 
AG 
Wieland 
- 1:1000 
Arf1 
Arf-C-
Term. 
internes Peptid Kaninchen 
AG 
Wieland 
- 1:5000 
p23 1409B cytoplasm. Teil Kaninchen 
AG 
Wieland 
- 1:500 
p23 2233 cytoplasm. Teil 
Meer-
schwein 
AG 
Wieland 
- 1:1000 
His-Tag 
anti-
His 
Penta-His Maus Qiagen - 1:5000 
Tabelle 4: Übersicht der verwendeten 1. Antikörper 
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Die Sekundär-Antikörper wurden in den angegebenen Verdünnungen in PBS mit 2,5 % 
Milchpulver eingesetzt. 
 
 
Antikörper 
 
Kopplung an 
 
Hersteller 
 
Verdünnung 
(Western Blot) 
α-Kaninchen HRP Biorad 1:10000 
α-Meerschwein HRP Dianova 1:5000 
α-Maus HRP Dianova 1:5000 
 
 
4.1.4 Protein-Molekularmasse-Standards und DNA-Größen-Standards 
 
Als Proteinstandard für SDS-PAGE wurde der BMW-Marker (broad molecular weight) 
und der Precision-Prestained™ -Marker von BioRad (München) verwendet. 
 
Standard-Protein 
BMW-Marker 
Molekularmasse 
[kDa] 
Prestained-Marker 
Molekularmasse 
[kDa] 
Myosin 200 250 
β-Galactosidase 116 150 
Phosphorylase B 97 100 
BSA 66 75 
Ovalbumin 45 50 
Carboanhydrase 31 37 
Trypsin-Inhibitor 21 25 
Lysozym 14,5 15 
Aprotinin 6,5 10 
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Als DNA-Größenstandard wurden der 100 bp DNA-Marker und der 1 kbp DNA-
Marker von New England Biolab (Beverly, USA) verwendet. 
 
4.1.5 Enzyme und DNA-Polymerasen 
 
Alle zur Restriktion von DNA verwendeten Enzyme sowie die Taq-Polymerase wurden 
von New England Biolab (Beverly, USA) bezogen. Die für die zielgerichtete 
Einführung von Punktmutationen verwendet PfuTurbo-Polymerase wurde von 
Stratagene (La Jolla, USA) bestellt.  
Enzyme für die limitierte Proteolyse von Proteinen wurden von Sigma-Aldrich (Seelze) 
bezogen. 
 
4.1.6 Antibiotika und Medien 
 
Folgende Antibiotika wurden verwendet und in den angegebenen Endkonzentrationen 
eingesetzt: 
Kanamycin  50 µg/ml 
Ampicillin 100 µg/ml 
Tetracyclin   30 µg/ml 
 
Ampicillin und Kanamycin wurden in höheren Konzentrationen in Wasser gelöst, 
Tetracyclin in 50 % Ethanol. Die Aufbewahrung der Aliquots erfolgte bei -20 °C.  
Zur Anzucht und Kultivierung von Bakterien wurden folgende Medien verwendet: 
 
LB-Medium 
(LB-Agar) 
SOC-Medium GMML-Medium 2x YT-Medium 
    
10 g Bacto-Trypton 20 g Bacto-Trypton 1 % Glycerin* 16 g Trypton 
5 g Bacto-Hefeextrakt 5 g Bacto-Hefeextrakt 1x M9 Medium 10 g Hefeextrakt 
5 g NaCl 0,5 g NaCl 1 mM CaCl2 5 g NaCL 
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(14 g Agar) 0,2 g KCl 0,05 % NaCl ad 1L mit dH2O 
ad 1L mit dH2O 10 mM MgCl2* 0,3 mM Leucin*  
 20 mM Glucose* ad 1L mit dH2O  
 ad 1L mit dH2O   
 
Die entsprechenden Antibiotika und die mit * gekennzeichneten Verbindungen wurden 
erst nach dem Autoklavieren der Medien zugegeben.  
 
4.1.7 Allgemeine Puffer und Lösungen 
 
1x PBS: 
 1,47 mM  KH2PO4 
 4,29 mM   Na2HPO4 
  137 mM   NaCl 
  2,68 mM   KCl 
  pH 7,4 
 
1x PBST: 
 1,47 mM   KH2PO4 
  4,29 mM   Na2HPO4 
 137 mM   NaCl 
 2,68 mM   KCl 
 0,05 % (v/v)   Tween 20 
 pH 7,4 
Alle anderen verwendeten Puffer und Lösungen werden in den jeweiligen Kapiteln 
beschrieben. Als Wasser wird deionisiertes (VE), bidestilliertes (bidest) und Millipore-
Wasser bezeichnet.  
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4.1.8 Oligonukleotide / Primer 
 
Primer-Name Sequenz (5` -> 3`) 
hArf1-I46A-F GAGATCGTGACCACCGCTCCCACCATAGGCTTC 
hArf1-I46A-R GAAGCCTATGGTGGGAGCGGTGGTCACGATCTC 
hArf1-I49A-F CCACCATTCCCACCGCAGGCTTCAACGTGGAAAC 
hArf1-I49A-R GTTTCCACGTTGAAGCCTGCGGTGGGAATGGTGG 
hArf1-I46/I49A-F GAGATCGTGACCACCGCTCCCACCGCAGGCTTCAACGTG 
hArf1-I46/I49A-R CACGTTGAAGCCTGCGGTGGGAGCGGTGGTCACGATCTC 
hArf1-Y167A-F CAGCGGCGACGGGCTCGCTGAAGGACTGGACTG 
hArf1-Y167A-R CAGTCCAGTCCTTCAGCGAGCCCGTCGCCGCTG 
I46Bp (+) AGATCGTGACCACCTAGCCCACCATA 
I46Bp (-) TATGGTGGGCTAGGTGGTCACGATCT 
I49Bp (+) ACCATTCCCACCTAGGGCTTCAACGTG 
I49Bp (-) CACGTTGAAGCCCTAGGTGGGAATGGT 
Tabelle 5: Oligonukleotide und Primer 
 
4.1.9 Plasmide 
 
Die Plasmide pET-11d, -15b, -Duet-1, pDuel der Firma Novagen wurden verwendet, 
sowie pBAD-JYCUA und pBK-pAFRS von Dr. Peter G. Schultz (Sripps Institut, La 
Jolla). 
 
4.1.10 Zellkultur 
 
Spinner-HeLa-Zellen wurden in einer Schale mit RPMI-Medium mit 10 % FKS und 
PenStrep angezogen. Beim Erreichen einer Zelldichte von etwa 3-4x 10*6 Zellen 
wurden die Zellen 1:10 verdünnt. Zum Animpfen der Spinnerkulturen wurden sechs 
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Platten benötigt und in einer 1,5 l Spinnerflasche auf 400 ml Medium aufgefüllt. Die 
Zellen werden unter ständigem Rühren (Gerät Fechne MCS 104-L) bei 37 °C im 
Brutschrank inkubiert bis sich eine Zelldichte von 6-8x 105 Zellen/ml einstellt. 
Anschließend wurden die Zellen 1:5 verdünnt und unter gleichen Bedingungen weiter 
inkubiert. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis die gewünschten Zellmengen 
erreicht wurden. 
 
4.2 Molekularbiologische Methoden 
 
4.2.1 Bestimmung von DNA-Konzentrationen 
 
Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde 1 µl der Probe mit Hilfe des 
NanoDrop  ND-1000 Spektrophotometers (Wilmington, USA) bei einer Wellenlänge 
von 260 nm analysiert und anschließend nach Lambert-Beer’schen Gesetz berechnet: 
 
c = OD260 x 0,05 x VD [µg/µl]        VD: Verdünnungsfaktor 
 
 Als Referenz wurde die gleiche Menge des verwendeten Puffers gemessen. 
 
4.2.2 Analytische und präparative Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte elektrophoretisch nach der Größe der 
DNA-Fragmente mit Hilfe von 0,6 – 2 % Agarosegelen. Die Agarose wurde hierzu in 
1x TAE-Puffer mehrfach kurz aufgekocht. Anschließend erfolgte die Polymerisation in 
einer entsprechenden Gelkammer. Die zu analysierenden Proben wurden mit 5x DNA-
Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 
200 V konstanter Spannung durchgeführt. Nach der Elektrophorese wurden die DNA-
Fragmente in einem Ethidiumbromidbad mit 1 µg/ml Ethidiumbromid gelöst in Wasser 
für 15 min angefärbt. Nach der Entfärbung der Gele für weitere 15 min in Wasser 
wurden die DNA-Banden unter UV-Bestrahlung bei 260 nm photografiert bzw. im Falle 
eines präparativen Gels ausgeschnitten.  
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TAE-Puffer (50x): 
 24,2 % Tris-HCl (w/v), pH 8,0 
 5,71 %  HOAc (v/v) 
 10 %  0,5 M EDTA (v/v) 
 
DNA-Probenpuffer (5x):   
 50 mM  Tris-HCl, pH 8,0 
 4 M Harnstoff 
 25 % (w/v)  Glycerin 
0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
 100 mM EDTA 
 
4.2.3 Isolierung und Aufreinigung von DNA 
 
Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Gelen und nach enzymatischem Verdau 
erfolgte mit Hilfe des Gel ExtractionTm Kits von Macherey-Nagel (Düren) nach 
Angaben des Herstellers. Die Elution wurde je nach gewünschter DNA-Konzentration 
in 20-50 µl dH2O oder Elutionspuffer durchgeführt.  
Zur Plasmid-Isolierung wurde das Plasmid DNA Purification Kit von Macherey-Nagel 
(Düren) verwendet. Das Volumen der Vorkulturen betrug in Abhängigkeit der 
Plasmideigenschaften (low copy- oder high copy-Plasmid) 5-10 ml.  
Größerer DNA Mengen bis zu 100 µg wurden mit Hilfe des QIAfilterTM Plasmid Midi 
Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert. Das Kulturvolumen betrug 25-
100 ml in Abhängigkeit der Plasmideigenschaften.  
4.2.4 Ortsspezifische Mutagenese 
 
Die zielgerichtete Einführung von Punktmutationen erfolgte mit Hilfe des Quick change 
site directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, USA). Hierzu wurden sense und 
antisense Primer synthetisiert, die jeweils an der gleichen Position das entsprechend 
veränderte Codon enthielten. Um eine Annealing zu ermöglichen, wird das veränderte 
Codon zu beiden Seiten von 15-18 korrekten Basenpaaren flankiert, d.h. einer 
Basenabfolge die der Zielsequenz entspricht. Die Gesamtlänge der Primer betrug somit 
zwischen 30 und 40 bp. 
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Zusammensetzung des Reaktionsgemisches: 
 Komponente Volumen 
 Template DNA (40 ng/µl) 1 µl 
 Primerforward (100 ng/µl) 1,25 µl 
 Primerreverse (100 ng/µl) 1,25 µl 
 dNTPs (10 mM) 1 µl 
 10x Reaktionspuffer 5 µl 
 H2Obidest 39,5 µl 
 PfuTurbo-Polymerase (2,5 U/µl) 1 µl 
 
Cyclisches PCR-Programm für die ortsspezifische Mutagenese: 
 
Segment Zyklenanzahl Temperatur [°C] Zeit [min] 
1 1 95 1 
2 12 95 0,5 
  55-70 1 
  72 5-10 
3 1 72 5 
4 1 4 store 
 
Die Hybridisierungstemperatur variierte und lag 5-10 °C unterhalb der angegebenen 
Schmelztemperatur (Tm) des jeweiligen Primers. Die Elongationszeit der Pfu-
Polymerase beträgt in etwa 2 min je kbp und wurde der jeweiligen Plasmidgröße 
angepasst (z.B. 10 min für ein 5 kbp Plasmid). 
Nach Ablauf der PCR-Reaktion wurden in jedes Reaktionsgemisch 1 µl des 
Restriktionsenzyms DpnI (10 U/µl) gegeben und anschließend für eine Stunde bei 37 °C 
inkubiert, wodurch die Restriktion der methylierten, nicht mutierten Template-DNA 
erfolgt. Die neu synthetisierte DNA liegt hingegen nicht-methyliert vor und wird daher 
von DpnI nicht erkannt. Nach der Inkubationszeit wurde die mutagenisierte DNA in 
XL1-Blue E. coli Zellen transformiert und auf LB-Agar mit dem entsprechenden 
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Antibiotikum ausplattiert. Nach erfolgreicher Kultivierung wurde die Plasmid-DNA 
isoliert und sequenziert. 
 
4.2.5 DNA-Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung der Konstrukte wurde von der Firma Seqlab (Göttingen) oder GATC 
(Konstanz) durchgeführt. 
 
4.2.6 DNA-Transformation 
 
Zu je 50 µl der chemisch kompetenten E. coli Zellen wurden 1-5 µl der Ligationsansätze 
bzw. Plasmid-DNA zugegeben, vorsichtig ohne zu pipettieren gemischt und für 30 min 
auf Eis inkubiert. Anschließend folgte ein Hitzeschock, der bei den unterschiedlichen 
Bakterienstämmen variiert (siehe Übersicht unten) und eine Inkubation von 2 min auf 
Eis. Nach der Zugabe von 250 µl vorgewärmten SOC-Medium wurden die 
Bakterienlösungen für 1h bei 37 °C und 250 rpm geschüttelt. Im letzten Schritt wurden 
100 µl der Bakterienlösungen auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum 
ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.  
 
 E. coli-Stamm Hitzeschock 
 DH5α 37 °C, 30sec 
 DH10B 42 °C, 45sec 
 XL1-Blue 42 °C, 45sec 
 BL21star 42 °C, 30sec 
 
Die hier verwendeten chemisch kompetenten E. coli Zellen wurden von den Firmen 
Novagen (Bad Soden), Invitrogen (Carlsbad, USA) oder Qiagen (Hilden) bezogen. 
4.2.7 Restriktion von DNA 
 
Zur Restriktion von analytischen Proben wurden 200-500 ng DNA mit 0,5 µl des 
entsprechenden Restriktionsenzyms versetzt, bei präparativen Proben 500-1500 ng 
DNA mit 1 bis 1,5 µl Enzym. Die eingesetzte Enzymmenge sollte hierbei nicht mehr als 
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10 % des Gesamtvolumens der Reaktion ausmachen, da sich ansonsten der hohe Anteil 
an Glycinerin in der Enzymlösung stören kann. Weiterhin wurden, wenn notwendig, 
BSA zugesetzt, sowie der vom Hersteller empfohlene Reaktionspuffer in einfacher 
Konzentration. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C für ein bis drei Stunden. Die 
Restriktion wurde anschließend mittels Agarosegelelektrophorese überprüft. 
 
4.2.8 Ligation von DNA 
 
Standardmäßig wurden 25 ng Plasmid verwendet und ein Plasmid / Insert Verhältnis 
von 1:5, das wie folgt berechnet werden kann: 
 
  Masse
 (Fragment) ng = 125 ng x Länge (Fragment) bp / Länge  (Vektor) bp   
 
Weiterhin wurden entweder 1 µl T4 DNA-Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) sowie 
10x Reaktionspuffer oder der Takara-DNA ligation kit (Takara, Shiga, Japan) 
entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt. Die Reaktionslösung wurde mit 
H2Obidest auf ein Gesamtvolumen von 10-20 µl aufgefüllt und über Nacht bei 4 °C oder 
1h bei 37 °C inkubiert. Der Ligationsansatz konnte anschließend direkt zur 
Transformation verwendet werden.   
 
4.2.9  Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen 
 
Zur Herstellung chemisch kompetenter DH5α E. coli Zellen wurden 250 ml LB-
Medium mit 500 µl einer Übernachtkultur angeimpft.  Die Bakterienkultur wurde bei  
37 °C und 250 rpm bis zum Erreichen einer OD600 von 0,2 - 0,3 inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen für 20 min auf Eis abgekühlt und bei 4 °C und 3000 rpm 15 min in 
einem Sorvall SLC-4000 Rotor abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 125 ml 
eiskalter Lösung von 50 mM CaCl2, 10 mM KAc, pH 6,4 resuspendiert und 1h auf Eis 
inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt für 15 min bei 3000 rpm wurden 
die Bakterienzellen in 25 ml eiskalter Lösung von 50 mM CaCl2, 10 mM KAc, pH 6,4 
und 20 % Glycerin resuspendiert. Die Lagerung erfolgte in 100 - 500 µl Aliquots bei  
-80 °C. 
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4.2.10 Polymerasekettenreaktion 
 
Die Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde unter folgenden Bedingungen 
durchgeführt: 
Zusammensetzung des Reaktionsgemisches: 
 Komponente  Volumen 
 Template DNA (50 ng/µl) 1 µl 
 Primerforward (100 pmol/µl) 1 µl 
 Primerreverse (100 pmol/µl) 1 µl 
 dNTPs (10 mM) 1 µl 
 10x Reaktionspuffer 5 µl 
 H2Obidest 40 µl 
 PfuTurbo-Polymerase (2,5 U/µl) 1 µl 
 
Cyclisches Programm für die Polymerasekettenreaktion: 
Segment Zyklenanzahl Temperatur [°C] Zeit [min] 
1 1 95 1 
2 30 95 0,5 
  55-70 1 
  72 2 min/kbp Zielsequenz 
3 1 72 10 
4 1 4 store 
 
4.2.11 Konstruktion der in vivo Expressions-Plasmide 
 
Mit Hilfe bioinformatischer Analysen und Untersuchungen der Quartärstruktur von 
humanem Arf1 (Antonny B et al., 1997; Zhao L. et al., 1997; Boehm et al., 2001; 
Vetter et al., 2001; Austin et al., 2002; D’Souza-Schrey et al., 2006) wurden insgesamt 
16 verschiedene Aminosäurereste identifiziert, die innerhalb möglicher Bindungsstellen 
für Interaktionspartner liegen könnten. Die cDNA Sequenzen der ausgewählten 
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Aminosäuren wurden durch ortsspezifische Mutagenese gegen ein Amber Stop-Codon 
(TAG) ausgetauscht. Anschließend wurde durch PCR Methode eine NcoI Schnittstelle 
an den N-Terminus und eine BamHI Schnittstelle an den C-Terminus der hArf1 cDNA 
Sequenz angehängt.  Parallel hierzu wurde an die cDNA von Hefe-NMT (yNMT) eine 
NdeI Schnittstelle an den N-Terminus und eine KpnI Schnittstelle an den C-Terminus 
platziert. Beide Konstrukte sind anschließend durch Restriktion mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen und Ligation in den Vektor pETDuet-1 eingefügt worden. Durch 
Restriktion mt NcoI/KpnI wurde die hARF1-yNMT bicistronische cDNA aus  dem 
pET-Duet-1 Vektor herausgeschnitten und in den Vektor  pBAD-JYCUA eingefügt und 
somit pBAD-hARF1-yNMT konstruiert. Letzterer wurde uns freundlicherweise von Dr. 
Peter Schultz (Scripps Institut, La Jolla) zusammen mit dem Vektor pBK-pAFRS zur 
Verfügung gestellt. Der Vektor pBAD-JYCUA enthält die cDNA für die orthogonale 
tRNABpa, der Vektor pBK-pAFRS hingegen die cDNA für die zugehörige orthogonale 
tRNA-SynthetaseBpa. Durch die Restriktion mit NcoI/KpnI wird die etwa 600 bp große 
cDNA für Myo-4TAG (JYAMB-4TAG) aus dem Vektor entfernt (Sun und Anderl et 
al., 2007). 
 
4.3 Biochemische Methoden 
 
4.3.1 SDS-Gelelektrophorese [nach Laemmli, 1970] 
 
Proteine wurden in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Biorad) von 0,75 mm Dicke 
analytisch nach ihrer Größe aufgetrennt, anschließend angefärbt oder zur Western Blot 
Analyse auf eine PVDF-Membran transferiert. Die unterschiedlichen Komponenten 
wurden wie angegeben pipettiert und gemischt, wobei die Zugabe von APS zuletzt 
erfolgte. Die Lösung wurde in bereits vorbereitete Gelkammern gegossen und mit 
Isopropanol überschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde auf das Trenngel ein  
4 %-iges PAA-Sammelgel aufgeschichtet. 
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%  
Sammel
- 
gel 
H2O  
[ml] 
1.5 M Tris, pH 6,8 
[ml] 
30 % Acrylamid/ 
Bisacrylamid (37,5:1) 
[ml] 
10 % 
APS 
[µl] 
10 %  
SDS 
[µl] 
TEMED 
[µl] 
       
4 1,5 0,625 0,325 25 25 5 
Tabelle 6: Zusammensetzung der eingesetzten 6-12 %-igen SDS-PAA-Gele. 
 
Die polymerisierten Gele wurden anschließend in eine dafür vorgesehene 
Elektrophorese-Apparatur eingebaut und die Kammern mit Elektrophorese-Puffer 
befüllt. Die zu analysierenden Proben wurden in 2-fachem Probenpuffer gelöst und für 
3-5 min bei 95 °C aufgekocht, abzentrifugiert und in die Geltaschen gefüllt. Die 
Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 100 V gestartet. Nachdem die 
Proteinbanden das Trenngel erreichten, wurde die Spannung auf 150 V erhöht und die 
Elektrophorese bis zur gewünschten Lauffront-Position durchgeführt. 
 
Elektrophorese-Puffer 
 25 mM  Tris-HCl, pH 8,3 
 250 mM  Glycin 
 0,1 % (v/v)  SDS 
 
4x SDS-Probenpuffer 
 187,5 mM  Tris-HCl, pH 6,8 
 6 % (w/v)  SDS 
 15 % (v/v)  β-Mercaptoethanol 
 30 % (v/v)  Glycerin 
 0,0675 % Bromphenolblau  
 
 
% 
Trenn-
gel 
H2O 
[ml] 
1.5 M Tris, pH 8,5 
[ml] 
30 % Acrylamid/ 
Bisacrylamid (37,5:1) 
[ml] 
10 % 
APS 
[µl] 
10 % 
SDS 
[µl] 
TEMED 
[µl] 
       
6 2,68 1,25 1 50 50 5 
7,5 2,43 1,25 1,25 50 50 5 
10 2,02 1,25 1,65 50 50 5 
12 1,67 1,25 2,0 50 50 5 
15 1,18 1,25 2,5 50 50 5 
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4.3.2 SDS-Gelelektrophorese mittels NuPAGE-Gelsystem (Invitrogen) 
 
Kontaminationen bei nachfolgenden massenspektrometrischen Analysen sollten durch 
die Verwendung von bereits vorgegossenen NuPAGE-Gelen (Invitrogen) vermieden 
werden. Es wurden 4-12 % Gradientengele eingesetzt, wobei die Art des Laufpuffers 
vom aufzutrennenden Protein abhängig ist. Zur Auftrennung von kleineren Proteinen 
oder Peptiden wurde MES-Puffer verwendet, die Elektrophorese größerer Protein wurde 
in MOPS-Puffer durchgeführt. 
 
4.3.3 Anfärbung von Proteinen 
 
a) Standard-Coomassie-Färbung 
Die SDS-Gele  wurden hierzu 15-20 min bei RT in Coomassie-Färbe-Lösung  unter 
leichtem Schütteln inkubiert. Nach dem Entfernen der Färbelösung wurde das Gel durch 
wiederholten Austausch der Entfärbe-Lösung auf dem Schüttler entfärbt. 
Coomassie-Färbelösung 
 400 ml  Ethanol 
 100 ml  Essigsäure 
 0,25 % (w/v)  Coomassie R-250 
 500 ml  H2O 
 
Entfärbelösung 
 200 ml Ethanol 
 50 ml  Essigsäure 
 750 ml  H2O 
 
b) Färbung mit kolloidalem Coomassie für die MALDI-TOF und ESI-Analyse 
Die Verwendung von kolloidalem Coomassie ermöglicht auf Grund der höheren 
Sensitivität die Änfärbung von sehr geringen Proteinmengen. Hierzu wurden die SDS-
Gele 1h mit 2 % Essigsäure / 40 % Methanol fixiert und über Nacht mit 20 ml 
kolloidalem Coomassie (Brilliant Blue G™, Sigma, Deisenhofen) und 5 ml Methanol 
nach Herstellerangaben angefärbt. Nach der Anfärbung wurde 5 min mit 5 % Essigsäure 
/ 25 % Methanol gewaschen und für 15 min mit 25 % Methanol entfärbt. Die 
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gewünschten Proteinbanden konnten anschließend ausgeschnitten und mittels MALDI-
TOF oder ESI analysiert werden. 
 
c) Silberfärbung 
Zur Anfärbung sehr geringer Proteinmengen in einem SDS-Gel wurde das SilverQuest 
silver staining kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) entsprechend der Herstellerangaben 
verwendet. 
 
d) Stains-All 
Mit Stains-All können RNA (blau-violett, λmax. 600 nm), DNA (blau, λmax. 620 nm), 
Protein (rot, für BSA λmax. 515 nm) und Polysaccharide (verschiedene Farben, λmax. 600 
- 640 nm) gefärbt werden. Im Gegensatz zu Coomassie zeigt der kationische 
Carbocyanfarbstoff sehr gute Färbeeigenschaften bei sauren Proteinen. 
 
 Lösung 1: Isopropanol  25 % (v/v) 
 Lösung 2: Stains-All   0,25 % in Formamid 
 Lösung 3: Tris-HCl   27,5 mM pH 8,9 
  Isopropanol  27,5 % (v/v) 
  
 Färbelösung: 2 ml Lsg. 2 
  18 ml Lsg. 3 
 
Das Gel wurde für dreimal 30 min bei 37 °C in Lsg. 1 geschwenkt. Danach wurde die 
Lösung abgeschüttet und für mindestens 24h in 20 ml Färbelösung bei RT geschwenkt. 
Anschließend wurde für 30 min in Wasser gewaschen. Es war darauf zu achten, dass 
alle Schritte im abgedunkelten Raum stattfanden oder zumindest die Gel-Boxen mit 
Alufolie abgedeckt waren. Der lichtempfindliche Farbstoff ist etwa nach 1 min 
ausgebleicht. 
 
4.3.4 Western Blot (Semi-Dry) 
 
Nach der größenabhängigen Auftrennung der Proteine durch SDS-Gelelektrophorese 
wurden diese mit Hilfe des Semi-Dry-Blotsystems (Biorad) auf eine PVDF-Membran 
(Immobilon-P, Millipore) transferiert. Hierzu wurden im ersten Schritt sieben 
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Whatman-3-MM-Filterpapiere und die PVDF-Membran passend der Gelgröße 
zugeschnitten. Anschließend wurden jeweils zwei Filterpapiere in Anoden-Puffer I und 
Anoden-Puffer II sowie drei Filterpapiere in Kathoden-Puffer äquilibriert. 
Währendessen wurde die PVDF-Membran eine Minute in Methanol inkubiert und 
dadurch aktiviert. Danach wurden zuerst die Anoden I Filterpapiere sowie die Anoden 
II Filterpapiere in dieser Reihenfolge in der Blot-Kammer übereinandergeschichtet. Die 
aktivierte PVDF-Membran wurde mit Anoden-Puffer II gewaschen und auf den 
Filterstapel gelegt. Es folgte das SDS-PAGE das zuvor ebenso in Anode-Puffer II 
gewaschen wurde. Dabei war darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen zwischen 
PVDF-Membran und Gel bildeten. Die Oberfläche der PVDF-Membran wurde mit 
einem Bleistift gekennzeichnet, um später Vorder- und Rückseite unterscheiden zu 
können. Im letzten Schritt wurden die drei Kathoden-Puffer Filterpapiere auf das Gel 
gelegt und die Kathodenplatte der Apparatur aufgesetzt.  Der Transfer erfolgte bei einer 
konstanten Spannung von 24 V für 90 min. Wurde als Proteingrößen-Standard der 
BMW-Marker verwendet, wurde die PVDF-Membran anschließend kurz in Ponceau S-
Lösung unter Schütteln inkubiert und mit Wasser solange entfärbt, bis der gewünschte 
Kontrast erreicht war. Die BMW-Markerbanden bekannter Größe wurden 
nachgezeichnet und die Ponceau Färbung mit Wasser völlig entfernt.  
 
Anoden-Puffer I 
 300 mM   Tris-HCl pH 10,4 
 20 % (v/v)  Methanol 
Anoden-Puffer II 
 25 mM Tris-HCl pH 10,4 
 20 % (v/v)  Methanol 
Kathoden-Puffer 
 25 mM Tris-HCl pH 9,4 
 40 mM  6-Aminocapronsäure 
 20 % (v/v) Methanol 
Ponceau-S Lösung 
 0,8 % (w/v)  Ponceau-Rot 
 4 % (w/v)  TCA 
 
Nach dem Protein-Transfer wurde die PVDF-Membran für 1h bei RT oder über Nacht 
bei 4 °C in 5 % (w/v)  Milchpulver-Lösung in PBS geschwenkt, kurz in PBS gewaschen 
und dann 1h mit der Primärantikörper-Lösung unter Schütteln inkubiert. Die 
Primärantikörper wurden in PBS-T mit 1,5 % (w/v) BSA verdünnt und nach 
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Verwendung bei -20 °C gelagert. Die jeweiligen Verdünnungen können der Tabelle 4 
entnommen werden. Es wurde dreimal für jeweils 5 min mit PBS-T gewaschen und 
dann die Sekundärantikörper-Lösung, verdünnt in PBS mit 2,5 % (w/v), für 30 min 
zugegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T für jeweils 10 min wurde der Blot 
entwickelt. 
Zur Detektion der Proteine wurde das ECL-System von Pharmacia (Freiburg) nach 
Angaben des Herstellers, CEA (Strängnäs, Schweden) Medical X-ray-Filme RP new 
und eine Entwicklermaschine SRX-101A der Firma Konika-Minolta (Tokyo, Japan) 
verwendet. Alle Quantifizierungen von Proteinbanden wurden durch die Software UN-
SCAN-IT Version 5.1 (Silk Scientific Corporation) durchgeführt. 
4.3.5 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Die Bestimmung der Proteingesamtkonzentration nach Bradford wurde mit Bradford-
Reagenz der Firma Biorad entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Hierzu 
wurden die Proben mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 800 µl aufgefüllt und mit 
200 µl Bradford-Reagenz versetzt. Die Proben wurden mehrfach invertiert und für  
5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei einer OD620 in einem  
ELISA-Reader gemessen und die Proteinkonzentration anhand einer BSA-Eichgeraden 
vom Gerät automatisch berechnet.  
 
4.3.6 Immunpräzipitation unter denaturierenden Bedingungen 
 
Das Golgi-Membran-Pellet wurde in einer 1 %-igen SDS-Lösung aufgenommen und  
5 min bei 95 °C inkubiert. Anschließend  wurde die Suspension mit einer 1 %-igen 
Triton-X100 Lösung auf 0,05 % SDS gequencht. Es folgt die Inkubation mit 10 µl 
Protein A Sepharose-Beads und 0,5 µl Antikörperserum für 2 Stunden bei 4 °C.  Nach 
zwei Waschschritten mit Puffer IP-A für je 10 min und zwei Waschschritten mit Puffer 
IP-B, wurden die Proben durch SDS-Probenpuffer von den Beads eluiert. 
 
• IP-A: 
10 mM  Tris/HCl pH 7,5 
 150 mM   NaCl 
 2 mM  EDTA 
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• IP-B: 
 10 mM  Tris/HCl pH 7,5 
 
4.3.7 Herstellung von Golgi-like Liposomen 
 
PI wurde von der Firma Sigma-Aldrich bezogen, alle anderen Lipide von Avanti Polar 
Lipids (Anabaster, Alabama, USA). Jede Lipid-Komponente wurde mit Hilfe einer 
Hamilton-Spritze in ein Glasröhrchen mit einer Teflon-Kappe gegeben. Anschließend 
wurde das Gemisch mit Chloroform auf 4 ml Gesamtvolumen aufgefüllt, sodass eine 
Endkonzentration von 3 mM vorlag. Der Lipid-Mix wurde mit Argon überschichtet und 
bei -20 °C gelagert. 
 
Lipid Bestell-Nr. mol % mg/ml MW mM nmol Volume (µl) 
PC (liver) #840055 43 20 786,12 25,44 5160 202,8 
PE (liver) #840026 19 25 768,06 13,02 2280 175,1 
PS (brain) #840032 5 10 812,05 12,31 600 48,8 
PI (liver) P8443 10 10 909,12 11,01 1200 109 
SM (egg) #860061 7 10 703,03 14,22 840 59,1 
Chol. #700000 16 10 386,66 25,86 1920 74,2 
Tabelle 7: Lipide zur Herstellung von Golgi-like Liposomen 
Die gewünschte Menge Golgi-like Lipid-Mix wurde in einem Spitzkolben mit 
Chloroform verdünnt. Anschließend wurden die Lipide mit Hilfe eines 
Rotationsverdampfers bei 500 mPa, 90 rpm und 37 °C getrocknet. Nachdem das 
Cloroform verdampft worden war, wurden die Lipide für weitere 15 min bei 20 mPA, 
90 rpm und 37 °C getrocknet. Es folgte die Zugabe der entsprechenden Menge HKM-
Puffer, sodass sich die gewünschte Endkonzentration einstellte. Das Gemisch wurde 
sehr gut gevortext und danach für weitere 30 min bei 37 °C und 20 rpm im 
Rotationsverdampfer ohne Vakuum inkubiert. Die Liposomen wurden durch 
Schockgefrieren und erneutes Auftauen hergestellt. Hierzu wurde der Spitzkolben in 
einem Trockeneis/Ethanol-Bad für 30 sec geschwenkt und anschließend die Lösung im 
Wasserbad bei 37 °C erwärmt. Dieser Prozess wurde insgesamt 10-mal wiederholt. 
Danach wurde die Liposomen-Lösung vorsichtig 21-mal durch einen Extruder mit  
100 nm Filtern von Avestin (Mannheim) gepresst, um Liposomen definierter Größe zu 
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generieren. Die Liposomen-Größe wurde schließlich durch eine DLS-Messung 
überprüft. Die Liposomen konnten zwei bis drei Tage bei RT aufbewahrt und verwendet 
werden. 
HKM-Puffer: 
 
 50 mM Hepes-KOH pH 7,4 
 150 mM KCl 
 2,5 mM MgCl2 
 
4.3.8 Präparation von HeLa-Golgi-Membranen 
 
Die Präparation von HeLa-Golgi-Membranen erfolgte aus einer 9l HeLa-Spinner 
Kultur. Die HeLa-Zellen wurden in 2l Zentrifugengefäße gefüllt und bei 500 g für  
20 min bei RT abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Pellets 2-mal in 
kaltem 1x PBS resuspendiert und für 10 min bei 500 g und 4 °C in einem SLC 4000 
Rotor abzentrifugiert. Danach wurden die Pellets in Aufschluss-Puffer gewaschen und 
abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt, wobei die Zellsuspension nun in 
Falcon-Gefäße überführt wurde. Nach der Zentrifugation wurden die Pellets in  
4-fachem Volumen Aufschluss-Puffer aufgenommen, in ein Becherglas überführt und 
bei 4 °C vorsichtig geschwenkt, um eine vollständige Resuspension zu gewährleisten. In 
der Zwischenzeit wurde der Balch-Homogenisator mit der entsprechenden Kugel (Nr. 
6308) bzw. den Plastik-Schraubverschlüssen versehen und im Kühlraum auf 4 °C 
abgekühlt. Als Druckhebel wurden zwei 5 ml Omnifix Spritzen verwendet. Vor dem 
eigentlichen Zellaufschluss wurde der Balch-Homogenisator mehrfach mit Aufschluss-
Puffer gewaschen. Anschließend wurden immer 10 ml Zellsuspension in den Balch-
Homogenisator gefüllt und die Zellen 20-mal durch den Balch-Homogenisator gepresst. 
Der Zellaufschluss wurde unter dem Lichtmikroskop mittels Trypanblau kontrolliert. 
Zur Einstellung einer 37 %-igen Saccharose-Lösung (w/v) wurden nach dem 
Zellaufschluss je 12 ml Homogenisat, 11 ml 62 %-ige Saccharoselösung und 230 µl  
0,1 M EDTA pH 7,1 gemischt und für 5 min in einem Erlenmeier-Kolben geschwenkt. 
Die Saccharose-Konzentration wurde mit Hilfe eines Refraktometers kontrolliert und 
durch Zugabe von Saccharose-Lösung oder Puffer korrigiert. Nacheinander wurden 
folgende Lösungen in SW27 oder SW28 Zentrifugenröhrchen sehr langsam und 
vorsichtig als feiner Strom hineingegeben, um einen Saccharose- Gradient zu 
generieren: 
 
4 Materialien und Methoden 106 
 
• 12 ml 37 %-iges (w/v) Saccharose-Homogenat 
• 15 ml 35 %-ige (w/v) Saccharose-Lösung 
• 9 ml 29 %-ige (w/v) Saccharose-Lösung 
 
Der Gradient wurde für 2,5h bei 4 °C und 25000 rpm in einem SW27 oder SW28 Rotor 
abzentrifugiert. Danach wurden die Zentrifugenröhrchen vorsichtig entnommen und in 
einer Halterung fixiert. Die Golgi-angereicherten Fraktionen wurden an der 
Trennschicht zwischen 29 %-iger und 35 %-iger Saccharose-Lösung mit einer Kanüle 
und einer 5 ml Spritze abgenommen und vereinigt. Die Proteinkonzentration wurde 
bestimmt und die Golgi-Membranen auf eine Endkonzentraton von 2,5 mg/ml 
eingestellt. Hierzu wurden die Golgi-Membranen mit 4fachen Volumen 10 mM 
Hepes/KOH pH 7,2 versetzt und 1h bei 45 000 rpm im TFT 55.38 Rotor abzentrifugiert. 
Der Überstand wurde entfernt und so viel Reaktionspuffer-Puffer (25 mM Hepes pH 7,2 
mit 0,2 M Saccharose) zugegeben, bis die gewünschte Konzentration erreicht war. Die 
Golgi-Membranen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
 
Verwendet Puffer und Lösungen: 
 
- 1l PBS (autoklaviert) 
 
- 1 M Tris/HCl pH 7,4  
 
- Saccharose-Lösungen: 
 
• 62  % (w/v) in 10 mM Tris/HCl pH 7,4  
• 35  % (w/v) in 10 mM Tris/HCl pH 7,4  
• 29  % (w/v) in 10 mM Tris/HCl pH 7,4  
(Die Saccharose-Lösungen wurden in 500 ml Blaukappenflaschen bei -20 °C 
aufbewahrt.) 
 
- Aufschluss-Puffer: 
 
• 0,25 M Saccharose in 10 mM Tris/HCl pH 7,4  
 
- 0,1 M EDTA pH 7,1  
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4.3.9 Präparation von HeLa-Cytosol 
 
Die Präparation von HeLa-Cytosol erfolgte aus einer 12l HeLa-Spinner Kultur. Das 
Waschen der Zellen sowie der Zellaufschluss wurden, wie in Kapitel 4.3.8 beschrieben, 
durchgeführt. Nach dem Zellaufschluß wurde das Zellysat in einem SS34 Rotor bei  
4 °C und 10 000 g für 30 min sowie für 1h bei 4 °C und 100 000 g in einem TFT 55.38 
Rotor abzentrifugiert, um Zellüberreste und Membranen zu entfernen. Der Überstand 
wurde in Dialyseschläuche (cut-off 10 kDa) überführt und gegen 5l Dialyse-Puffer für 
2h dialysiert. Die Dialyse wurde insgesamt dreimal wiederholt. Nach der Dialyse wurde 
das Cytosol bei 100 000 g und 4 °C für 1h abzentrifugiert, um ausgefallene Proteine zu 
entfernen. Das Cytosol wurde aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt. 
 
- Dialyse-Puffer: 
• 50 mM KCl in 10 mM Tris/HCl pH 7,4  
 
4.3.10 Präparation von Coatomer aus Kaninchen-Leber 
 
Drei frische Lebern (ca. 180 g) wurden mit einer Schere in kleine Stücke geschnitten 
und direkt in einen Waring Blender Mixer mit 200 ml HP1 gegeben. Die 
Homogenisierung erfolgte für 30s bei niedriger Stufe und nach 2 min Pause für weitere 
30s bei der höchsten Stufe des Mix-Gerätes. Das Homogenisat wurde in 500 ml 
Zentrifugenbecher überführt und für 1h bei 10 000 g und  4 °C  in einem SLC-4000 
Rotor pelletiert. Der Überstand wurde durch vier Lagen Mull dekantiert, das dazu auf 
einen Glas-Zylinder gelegt und mit Hilfe eines Gummis befestigt wurde. Nach einer 
Zentrifugation bei 4 °C und 100 000 g für 2h wurde die Lipidschicht mit einer 
Wasserstrahlpumpe abgenommen und erneut durch 4 Lagen Mull dekantiert. Das Lysat 
wurde mit HP2 1:1 verdünnt, danach erfolgte eine Fällung mit 35 % Ammoniumsulfat. 
Das Lysat wurde für weitere 45 min gerührt und bei 4 °C, 7500 rpm für 30 min in einem  
SLC-4000 Rotor abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 ml Resuspensions-Puffer 
gelöst und in einem Douncer vollständig homogenisiert. Anschließend wurde das 
Homogenisat in einen Dialyse-Schlauch überführt  (PVDF-Spectra/Por 131417, cut-off 
100 000 Da) und zweimal 1h, sowie einmal über Nacht, gegen 5l IEX 1 Puffer 
dialysiert. Durch eine Zentrifugation bei 100 000 g und 4 °C für 45 min konnte 
ausgefallenes Material entfernt werden. Der Überstand wurde durch eine Millipore HV 
Durapore Membran mit 0,45 µM filtriert und anschließend auf eine 280 mL DEAE fast 
flow Ionen-Austausch-Säule (Amersham, Freiburg) geladen (Flussrate 5 ml/min). Die 
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Säule wurde mit 1,5-fachen Volumen IEX 1 Puffer  gewaschen, bis eine Konduktivität 
von 20 mS/min erreicht war. Die gebundenen Proteine wurden mit 50 %-igem IEX 2 
Puffer eluiert. Die Fraktionen des Protein-Peaks wurden vereint und  in einem PVDF-
Spectra/Por 138523 Membranschlauch (cut-off  250 000 Da) zweimal für 1h und einmal 
über Nacht gegen 5l IEX 1 Puffer dialysiert. 
Das dialysierte Eluat wurde entnommen und erneut mit Hilfe einer Millipore HV 
Durapore Membran mit 0,45 µM filtriert. Anschließend wurde das Lysat auf eine 17 mL 
ResourceQ (Amersham, Freiburg) Ionen-Austausch-Säule geladen und mit IEX 1 Puffer 
gewaschen bis eine Konduktivität von 20 mS/min erreicht war (Flussrate 1,5 ml/min). 
Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch einen Salzgradienten, wobei die 
Menge an zugeführtem IEX 2 Puffer stetig erhöht wurde. Die Elution des Coatomer-
Komplexes wurde bei einer Konduktivität von 30 mS/min erwartet. Die Fraktionen 
wurden gesammelt, mittels SDS-PAGE sowie Coomassie-Färbung überprüft und 
anschließend vereint. Es folgte ein weiterer Dialyseschritt gegen 5l IEX 1 in einem 
PVDF-Membranschlauch (cut-off  250 000 Da) zweimal für 1h und einmal über Nacht.  
Das dialysierte Eluat wurde entnommen, durch eine Millipore HV Durapore Membran 
mit 0,45 µM filtriert und auf eine 1 mL ResourceQ Ionen-Austausch-Säule geladen. 
Nach dem Waschen der Säule mit IEX 1 Puffer bis zum Erreichen der Basislinie, wurde 
die Säule mit IEX 3 Puffer äquilibriert und gebundene Proteine durch einen 
Salzgradient eluiert, wobei die Menge an zugeführtem IEX 4 Puffer bis zu 100 % stetig 
erhöht wurde (Flussrate 0,25 ml/min). Die Fraktionen wurden gesammelt, mittels SDS-
PAGE sowie Coomassie-Färbung überprüft und schließlich vereint. Nach dem 
Einstellen der Proteinlösung auf 5 mg/ml wurde diese aliquotiert und bei -80 °C 
aufbewahrt. 
 
Homogenisations-Puffer 1: 
 25 mM  Tris-HCl, pH 7,4 
 500 mM  KCl 
 250 mM  Saccharose 
 2 mM  EGTA-KOH 
 1 mM  DTT 
Homogenisations-Puffer 2: 
 25 mM  Tris-HCl, pH 7,4 
 2 mM  EGTA-KOH 
 1 mM  DTT 
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IEX 1: 
 25 mM  Tris-HCl, pH 7,4 
 200 mM  KCl 
 1 mM  DTT 
 10 % (w/v)  Glycerin 
IEX 2: 
 25 mM  Tris-HCl, pH 7,4 
 1 M  KCl 
 1 mM  DTT 
 10 % (w/v)  Glycerin 
IEX 3: 
 25 mM  Hepes-KOH, pH 7,4 
 100 mM KCl 
 1 mM  DTT 
 10 % (w/v)  Glycerin 
IEX 4: 
 25 mM Hepes-KOH, pH 7,4 
 1 M KCl 
 1 mM  DTT 
 10 % (w/v)  Glycerin 
 
 
4.3.11 Kompetitionsexperimente mit dimeren His-p23 Peptiden 
 
20 µl Ni-NTA-Sepharose (Qiagen) wurden mit 60 µM His-p23dimer Peptid für 1h bei RT 
in HKM-Puffer inkubiert. Gleichzeitig wurde zuvor Thrombin-verdautes n∆17-Arf1-
T31N (1 µM) mit 50 µM des entsprechenden Peptids für 1h bei RT vorinkubiert. 
Anschließend wurde die His-p23dimer-Sepharose in das Arf1-Peptid Gemisch überführt 
und für eine weitere Stunde bei RT auf dem Drehrad gemischt. Nach drei 
Waschschritten mit HKM Puffer mit 10 mM Imidazol wurden die Proteine von den 
Beads mit SDS-Probenpuffer eluiert. 
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4.3.12 Coatomer Präzipitation 
 
Isolierter Ratten-Leber Coatomer (5 mg/ml) und die Peptide (2 mM), gelöst in 
Präzipitations-Puffer (25 mN Hepes-KOH, pH 7,4, 100 mM KCl), wurden für 15 min 
bei 4 °C und 100 000 g ultrazentrifugiert. Anschließend wurden 1 µg Coatomer mit  
10 µM, 20 µM oder 50 µM Peptid versetzt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne 
Peptid. Die Proben wurden mit Präzipitations-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 20 µl 
aufgefüllt und für 30 min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 40 000 g 
für 15 min bei 4 °C. Der Überstand wurde entfernt und die präzipitierten Proteine in  
20 µl Resuspensions-Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 6,8, 4 % SDS) gelöst. Nach Zugabe 
von 10 µl 4x SDS-Probenpuffer wurden 10 µl auf ein 12 %-iges SDS-Gel aufgetragen 
und die Proteine mit Coomassie angefärbt.   
 
4.3.13 In vivo Expression der photolabilen Arf1 Derivate 
 
Zur Herstellung der photolabilen Arf1-Derivate wurden DH10B E. coli Zellen mit 
pBAD-hARF1-yNMT und pBK-pAFRS co-transformiert. Anschließend wurden ü.N. 
Kulturen in 100 ml 2xYT Medium mit je 30 mg/l Tetracyclin und 25 mg/ml Kanamycin 
bei 220 rpm und 37 °C angezogen. Insgesamt 6 Liter  Hauptkulturen in 2x YT Medium 
wurden angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm geschüttelt. Sobald eine OD600 von 0,6-
0,8  erreicht worden ist, wurden die Bakterienkulturen für 20 min bei 4000 rpm bei RT 
abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden zweimal in 1x M9 Medium gewaschen und 
erneut für 20 min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Es folgte die Überführung der Bakterien 
in GMML Medium, das neben Kanamycin und Tetracyclin 1 mM Myristat-Lösung (1-
fache Myristat-Lösung) und 1 mM Bp enthielt. Die Bakterien wurden für 2 Stunden bei 
27 °C und 180 rpm inkubiert. Die Induktion wurde durch die Zugabe von 0,5 % L-(+)-
Arabinose gestartet. Nach 22 Stunden wurden die Bakterienkulturen für 20 min bei 
4000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und die Pellets 2-mal in Dialysepuffer gewaschen 
und bei -80 °C eingefroren. 
Zum Aufschluss der Bakterien wurden die Zellpellets vereint und in 80 ml Lysepuffer 
resuspendiert. Nach einer Zentrifugation bei 300 rpm und 4 °C, um unlösliche 
Bestandteile zu entfernen, wurden die Zellen bei einem Druck von 10 000 - 15 000 psi 
mit einem EmulsiFlex C5 Homogenisator von Avestin (Mannheim) aufgeschlossen. Die 
Zellsuspension wurde anschließend bei 10 000 g für 30 min und 4 °C abzentrifugiert 
und der Überstand nochmals bei 100 000g ultrazentrifugiert. Es folgte die Dialyse des 
klaren Bakterienlysats in 5-mal 5 Liter Dialysepuffer (2h, 2h, o/n, 2h, 2h). 
4 Materialien und Methoden 111 
Ausgefallenes Material wurde durch Ultrazentrifugation für eine Stunde bei 4 °C und 
100 000 g entfernt. Die Proben (S2) wurden aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. 
Zu Beginn der Analysen wurden die photolabilen Arf1 Derivate durch eine 
Ammoniumsulfat-Fällung angereichert (Asp). Hierzu wurde das Bakterienlysat vor der 
Dialyse innerhalb einer Stunde bei 4 °C unter ständigem Rühren mit Ammoniumsulfat 
versetzt, bis eine Endkonzentration von 35 % Ammoniumsulfat erreicht wurde. Nach 
Zentrifugation bei 11 000 g und 4 °C für 30 min wurde das Pellet in Lysepuffer 
aufgenommen und wie oben beschrieben dialysiert.  
 
Herstellung von 100x Myristat-Lösung : 
17,5 ml H2O werden auf 55 °C erhitzt und 228 mg Na-Myristat (Sigma-Aldrich) 
zugegeben, sowie 2 ml 1N NaOH und 0,5 ml 1N HCl.  Parallel dazu werden in 4x 50 ml 
Falcons je 1,98 g Fettsäure-freies BSA (Sigma-Aldrich) in je 30 ml H2Obidest gelöst. 
Anschließend wird in jedes BSA-Lösung 5 ml der Myristat-Lösung geben und mit 
H2Obidest auf 50 ml aufgefüllt. Es ist darauf zu achten, dass die Lösungen nicht unter  
37 °C abkühlen. Pro Liter Bakterienkultur werden 10 ml dieser Lösung eingesetzt. 
 
Lysepuffer: 
  20 mM Tris/HCl pH 7,4 
 1 mM MgCl2  
 1 mM DTT  
 Protease-Inhibitor 1 Tablette / 50 ml 
 
Dialysepuffer:  
 20 mM Tris/HCl pH 7,4 
 1 mM MgCl2  
 1 mM DTT  
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Abbildung 35: Quantifizierung der Expression von Arf1-I46-Bp. 1 bis 8 µg N∆17-Arf1 wurden durch 
SDS-Page aufgetrennt und durch anschließenden Western Blot mit Arf1-CT Antikörper detektiert. Die 
sich daraus ergebenden Signal wurden mit UN-SCAN-IT Software quantifiziert und eine Eichgerade 
erstellt (oben). Die Mengen an myr.-Arf1-I46-Bp in S2 (1:100) und nach der Ammoniumsulfatfällung 
(Asp, 1:100) wurden mit Hilfe der Eichgerade berechnet und betrugen im Mittel etwa 1 bis 1,5 mg pro 1L 
Kultur.  
 
4.3.14 Bindungs-Experimente und Photocrosslinking mit isolierten Golgi-
Membranen oder synthetisch hergestellten Golgi-like Liposomen 
 
10 µg der isolierten HeLa-Golgi-Membranen wurden mit den photolabilen Arf1 
Derivaten (S2) oder Arf1 Wildtyp bei 37 °C für 5 min in Gegenwart von 50-100 µM 
GDPβS oder GTPγS inkubiert. Die eingesetzten Mengen an Nukleotid und Arf1 (S2) 
wurden austitriert (Abbildung 36B und C). Nach der Zugabe von 400 µg HeLa-Cytosol 
oder 9 µg Kaninchenleber Coatomer wurde für weitere 15 min bei 37 °C inkubiert. Bei 
Bindungsstudien in denen lediglich die Bindungs-Effizienz von Arf1 überprüft werden 
sollte, wurde kein Cytosol oder Coatomer zugesetzt. Die Membranen wurden dann 
durch 165 µl (pro 50 µl Probenansatz) eines 15 %-igen (w/v) Saccharose-Kissen bei  
14 000 rpm für 30 min abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Hierzu wurden 
Eppendorfgefäße verwendet, die zuvor 1 Stunde mit einer 1 mg/ml BSA-Lösung 
inkubiert wurden, um unspezifische Bindungen an die Gefäßwände zu vermeiden. Nach 
dem Pelletieren wurden die Membranen erneut mit Reaktionspuffer gewaschen und 
abzentrifugiert. Für die Bindungsstudien und Coatomer Rekrutierungs-Analysen wurden 
die Pellets dann in SDS-Probenpuffer gelöst und durch SDS-PAGE analysiert. In 
Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass sich die Arf1 Bindung von S2 und Asp 
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(Bakterienlysat nach Ammoniumsulfat-Fällung) an Golgi-Membranen nicht 
unterscheiden, daher wurden in allen Experimenten mit photolabilen Arf1-Derivaten das 
Zellysat S2 direkt als Arf1-Quelle verwendet (Abbildung 36A). 
Für Photocrosslink Experimente wurden die Pellets nach dem Resuspendieren in 
Reaktionspuffer für 40 min bei UV366 auf Eis bestrahlt. Dazu wurde die UV-Lampe 
(Black Ray B100A, 10 µW/cm2) 5 min vor der Bestrahlung eingeschaltet, um die 
Belichtung bei einer konstanten Wellenlänge zu garantieren. Die Proben wurden in 
einem Abstand von 12 cm zur Lampe positioniert. Die Membranen wurden danach, wie 
oben angegeben, abzentrifugiert und durch SDS-PAGE analysiert. 
 
Reaktions-Puffer: 
 10x Reaktions-Puffer: Endkonzentration 
• Hepes/KOH 250 mM pH 7,2 25 mM 
• KCl 200 mM  20 mM 
• MgAcetat 25 mM 2,5 mM 
• Saccharose 2 M  0,2 M 
• (100x) DTT 0,1 M 1 mM 
• (100x) Ovalbumin 100 mg/ml 1 mg/ml 
 
Nukleotide (GTPγS bzw. GDPβS): 
In 20 mM Tris-HCl pH 7,4 gelöst mit einer Endkonzentration von 10mM, anschließend 
in einer Endkonzentration von 50-100 µM eingesetzt. 
 
Saccharose-Kissen: 
  15 %  Saccharose (w/v) 
 25 mM Hepes-KOH pH 7,2  
 20 mM  KCl   
  ad 50 ml H2O 
 
Separat 
zuge-
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Abbildung 36: Einstellung der idealen Bindungsbedingungen am Beispiel von Arf1-I46-Bp an HeLa-
Golgi-Membranen. A) Identische Arf1-I46-Bp Mengen  in S2 (Bakterienlysat) bzw. in Asp 
(Bakterienlysat nach Ammoniumsulfatfällung) wurden unter GDPβS oder GTPγS Bedingungen mit 
Golgi-Membranen inkubiert (jeweils Doppelbestimmung gezeigt). B) Steigerung der GTPγS 
Konzentration, als Vergleich wurde ein Bindungsexperiment mit 100 µM GDPβS und ohne Nukleotid-
Zugabe aufgetragen (Spur 1 und 2). C) Eintitrieren der Arf1-I46-Bp Mengen (S2). Alle Proben wurden 
durch Western Blot mit Arf1-CT Antikörper analysiert. 
 
Für Photocrosslink Versuche an synthetisch hergestellten Liposomen wurde Arf1-I46-
Bp (S2) mit 40 µl Liposomen (5 nmol/µl) bei 37 °C für 40 min in Reaktionspuffer und 
unter GDPβS oder GTPγS Bedingungen inkubiert. Die MgCl2 Konzentration wurde auf 
60 mM erhöht und für weitere 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 100 mg 
Cytosol und Inkubation für 40 min bei 37 °C wurden die Proben für 40 min auf Eis mit 
UV366 bestrahlt. Durch Vermischen der Proben mit einer 65 %-igen (w/w) 
Saccharoselösung wurde eine 52 %-ige Probensuspension hergestellt, die mit 2 ml einer 
42 %-igen (w/w) Saccharoselösung und 3 ml einer 10 %-igen (w/w) Saccharoselösung 
in SW41 Zentrifugenröhrchen überschichtet wurden. Es folgte eine Zentrifugation für 
2,5 Stunden und 4 °C bei 44 000 rpm. Die Liposomen wurden mittels einer Kanüle aus 
der Interphase zwischen der 42 %-igen und 10 %-igen Saccharoselösung entnommen 
und mit 10fachem Volumen HKM-Puffer verdünnt. Die Liposomen wurden 2 Stunden 
bei 80 000 rpm pelletiert, in HKM Puffer aufgenommen und danach die Proteine durch 
Aceton-Fällung aufkonzentriert. Die Pellets wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen 
und durch SDS-PAGE analysiert. 
4 Materialien und Methoden 115 
4.3.15 Elektroelution der lichtabhängigen Crosslinkprodukte 
 
Das Photocrosslink-Experiment wurde mit 1 mg Golgi-Membranen durchgeführt. 
Anschließend wurden die Proben durch zwei je 10 %-ige PAA-Gele getrennt und mit 
kolloidalem Coomassie angefärbt. Gelstücke wurden an den vermuteten Positionen mit 
Hilfe entsprechender Western Blots mit Arf1-CT Antikörper herausgeschnitten und in 
einem Glasröhrchen gesammelt. Die Proteine wurden danach mit Hilfe einer 
Elektroelutions-Kammer von Biorad (Electro-Eluter, Model 422) nach Angaben des 
Herstellers elektroeluiert. Zur Reduzierung des Puffer-Volumens folgte eine 
Zentrifugation in einer Speed-Vac Vakuum-Zentrfuge für 1 h bei 37 °C. Die Proteine 
wurden dann zweimal durch Methanol-Chloroform (4:1) präzipitiert und somit 
überschüssiges Salz entfernt. Zuletzt wurden die Proteine in SDS-Probenpuffer gelöst 
und mit Hilfe eines 6 %-igen oder 8 %-igen PAA-Gels aufgetrennt. Nach der Anfärbung 
mit kolloidalem Coomassie wurden die Crosslinkprodukte an der vermuteten Position 
mit Hilfe eines entsprechenden Western Blots mit Arf1-CT Antikörper 
herausgeschnitten und durch MALDI-TOF oder ESI-Methode analysiert. 
 
4.3.16 Präparation eines CM5 Sensorchips und Protein-Peptid 
Interaktionsmessungen mit BIAcore 2000 
 
Zur Untersuchung der Interaktionen von Arf1-GDP und Peptiden der p24 Proteinfamilie 
wurde ein CM5 Sensorchip von BIAcore verwendet. Die kovalente Immobilisierung 
von Arf1-GDP erfolgte chemisch mittels Amin-Kopplung. Allgemein hängt die Menge 
des zu immobilisierenden Proteins in erster Linie von der relativen Molekularmasse des 
Liganden (n∆17Arf1-T31N) zum Analyt (p24 Peptide) ab und von der Aktivität des 
Liganden nach der Immobilisierung auf der Chipoberfläche. Für kinetische Messungen 
sollten nur sehr geringe Mengen an Ligand an der Chipoberfläche immobilisert werden, 
sodass die Bindungskapazität an Analyt in einem Bereich von etwa 100 RU liegt, um 
störende (negative) Einflüsse wie den Massentransport Effekt zu vermeiden. Die zu 
immobilisierenden n∆17Arf1-T31N Mengen wurden mit folgender Gleichung ermittelt: 
 
 
 
Gleichung 1: Berechnung der zu koppelnden Liganden Menge. Zur Berechnung von Bindungskinetiken 
sollte die Bindungskapazität des Analyten in einem Bereich von etwa 100 RU liegen. 
Bindungskapazität
Analyt (RU) =
Analyt (kDa)
Ligand (kDa) *
Ligand immobilisiert (RU)
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Da es sich hierbei lediglich um eine angenäherte Berechnung der theoretischen 
Bindungskapazität handelt, die von einem 100 % aktiven Liganden ausgeht, wurden 
1000 RU n∆17Arf1-T31N anstelle der berechneten 580 RU an die Chipoberfläche der 
Flußzellen FC2 und FC4 gekoppelt. An die Flußzelle FC1 wurden identische Mengen 
GFP als Negativkontrolle gekoppelt, Flußzelle FC3 diente als weitere Negativkontrolle 
und wurde lediglich aktiviert und anschließend wieder deaktiviert ohne Zugabe eines 
Proteins.  
Die Oberfläche eines CM5 Sensorchips wurde mit 70 µl eines 1:1 EDC/NHS (1-Ethyl-
3-(dimethylaminopropyl)-carbodiimid/N-Hydroxysuccinimid) Gemisches bei einere 
Flussrate von 10 µl/min aktiviert (Abbildung 37). Anschließend wurde n∆17Arf1-T31N 
in einer Konzentration von 10 µg/ml in Kopplungspuffer manuell injiziert, bis die 
gewünschte Menge von 1000 RU auf der Chipoberfläche immobilisiert war. Es folgte 
ein Ethanolamin-Puls für 7 min zur Deaktivierung der Chipoberfläche.  
 
Aktivierungs-Gemisch:  
 0,4 M EDC in H2O  
 0,1 M NHS in H2O  
Kopplungspuffer: 
 10 mM  Na-Acetat /HCl pH 4,8  
Deaktivierungspuffer: 
 1 M  Ethanolamin/HCl pH 8,5 
 
 
 
Abbildung 37: Schematisches Sensogramm der kovalenten Immobilisierung eines Liganden durch 
Amin-Kopplung (aus BIAcore Sensor-Surface-Handbook). Auf Grund unterschiedlicher 
Pufferzusammensetzungen und damit verbundener Änderung des Refraktionsindexes sind Beginn und 
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Ende der Aktivierung (EDC/NHS), Liganden-Kopplung und Deaktivierung (Ethanolamin) an senkrecht 
ansteigendem bzw. abfallendem Kurvenverlauf zu erkennen. Die Menge an kovalent gekoppelten 
Liganden ergibt sich aus der Differenz zwischen Basislinie vor der Aktivierung und nach der 
Deaktivierung. 
 
Zur Analyse der Interaktion der p24 Peptide mit Arf1-GDP wurden die Peptide direkt 
vor der Messung in HKM-P3 gelöst. In den nachfolgenden Bindungsanalysen wurden 
die Peptide in den Konzentrationen 1, 2, 4, 8 und 16 µM eingesetzt. Hierzu wurde der 
Binding-Analysis-Wizard der BIAcore Kontroll-Software gestartet und die Proben in die 
entsprechenden Kammer-Positionen gestellt. Die Messungen erfolgten bei einer 
konstanten Flussrate von 20 µl/min, wobei jede Probe nacheinander für 2 min über alle 
Flußzellen geleitet wurde. Nach der Probeninjektion folgte die Dissoziation-Phase für 
2,5 min bei gleicher Flußrate. Zur Regeneration der Chipoberfläche wurde 
Regenerationspuffer für 20 sec bei einer Flußrate von 30 µ/min über die Flußzellen 
geleitet. Falls sich danach keine stabile Basislinie einstellte, wurde letzteres nochmals 
wiederholt. 
 
HKM-P3:   HKM-Puffer, pH 8,5 
 
Regenerationspuffer:  
 10 mM  Glycin mit HCl pH 2,0 
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